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OZET

Sicanlarda Kronik Ongoriillemeyen Hafif Stresin Neden Oldugu Depresyon

Modelinde Propolisin Vaskiiler Fonksiyonlar Uzerine Etkileri

Amag: Bu cgalismada antiinflamatuvar, antioksidan, vazodilator ve antihipertansif etki
gosteren propolisin, kronik 6ngodriillemeyen hafif stresin neden oldugu depresyon modeli
gelistirilen sicanlarin vaskiiler fonksiyonlar1 tizerindeki etkileri ve bu etkilerin olasi

mekanizmalariin arastirilmasi amacglandi.

Yontem: Sicanlar 4 gruba ayrildi (n=8): kontrol, kontrol+propolis, stres, stres+propolis. 35
giin boyunca, kontrol+propolis ve stres+propolis gruplarina oral yoldan propolis ekstresi
(100 mg/kg) uygulanirken, stres ve strestpropolis gruplarindaki si¢anlara, farkli tip
stresorler uygulandi. Siganlarin depresyon-benzeri davranislarini degerlendirmek igin
zorunlu ylizme testi uygulandi. Stres belirteci olarak serum kortikosteron diizeyi 6lgiildii.
Vaskiiler fonksiyonlar izole organ deneyleri yapilarak 6l¢iildii. Ek olarak torasik TNFa,
IL-1B ve eNOS diizeyleri 6lgiildii.

Bulgular: Zorunlu yiizme testinde immobilite siiresi ve serum kortikosteron diizeyleri,
stres grubunda anlamli diizeyde artarken (p<0.05), stres+propolis grubunda stres grubuna
gore anlamli diizeyde azaldi (p<0.05). Endotel-bagimli karbakol gevseme yanitlari ve
torasik eNOS ekspresyonu stres grubunda kontrole gore anlamli diizeyde azalirken
(p<0.05), strestpropolis grubunda ise kontrole geri dondii. Endotel-bagimsiz SNP gevseme
yanitlarinda gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi. Torasik TNFa ve IL-1p ekspresyonu
stres grubunda kontrole gore anlamli diizeyde artarken (p<0.05), stres+propolis grubunda
stres grubuna gore anlamli diizeyde azaldi (p<0.05). Ek olarak, in vitro L-NAME ve
indometasin inkiibasyonuyla kiimiilatif propolis vazorelaksan yanitlari ve propolis

inkiibasyonundan sonra fenilefrin kasilma yanitlart anlaml diizeyde azaldi (p<0.05).

Sonug¢: Uzun siireli propolis uygulamasinin, kronik strese bagli olarak gelisen depresyon-

benzeri davraniglar1 ve vaskiiler fonksiyon bozukluklar diizelttigi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: kronik stres, depresyon, torasik aorta, vaskiiler fonksiyon,

inflamatuvar sitokinler, propolis



ABSTRACT

The effects of propolis on thoracic aorta functions in chronic unpredictable mild

stress-induced depression model of rats

Objective: This study aimed to evaluate the effects of propolis which has
antiinflammatory, antioxidant, vasodilator and antihypertensive activities, and the possible

mechanisms on vascular functions in the CUMS-induced depressive rats.

Method: Rats were divided into 4 groups (n=8): control, control+propolis, stress,
stress+propolis. The extract of propolis (100 mg/kg) was administered orally to
control+propolis and stress+propolis groups, also in stress and stress+propolis groups, rats
were subjected to different types of stressors daily for 35 days. The forced swimming test
(FST) was applied for evaluation of depression-like behavior. Serum corticosterone level
was measured as stress marker. Vascular functions were measured by isolated organ bath

experiments. In addition, the levels of thoracic TNFa, IL-1 and eNOS were assessed.

Results: The immobility time in FST and serum corticosterone levels significantly
increased in stress group (p<0.05), whereas decreased in stress+propolis group compared
to the stress group (p<0.05). In stress group, endothelium-dependent relaxation to
carbachol and thoracic eNOS expression were significantly decreased compared to control
(p<0.05), whereas significantly reversed to the controls in stress+propolis group.
Endothelium-independent relaxations to SNP was similar in all groups. The expressions of
thoracic TNFa and IL-1p were significantly upregulated in stress group compared to the
control group (p<0.05), while markedly decreased in stress+propolis group (p<0.05). In
addition, cumulative propolis vasorelaxant responses after in vitro incubation of L-NAME
and indomethasine; cumulative phenylephrine contractile response after propolis

incubation significantly decreased (p<0.05).

Conclusion: Chronic treatment with propolis improved vascular endothelial function and

depression-like behaviors linked to chronic stress.

Keywords: chronic stress, depression, thoracic aorta, vascular function, inflammator

cytokine, propolis
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1. GIRIS

Major depresif bozukluk, karamsarlik, ozgiiven eksikligi, sugluluk ve degersizlik
duygulari, intihar diisiincesi, motivasyon Ve ilgi kaybi, 6zbakim eksikligi gibi duygusal
belirtilerin yanisira uyku bozukluklari, istah diizensizligi, diisinme ve hareketlerde
gerileme, cinsel istek kayb1 gibi biyolojik belirtilerle karakterize kisinin yasam kalitesini
olumsuz etkileyen ve en sik goriilen bir duygudurum bozuklugudur. Diinya genelinde
yasam boyu en az bir kez depresyon goriilme siklig1 yaklasik % 10-15 tir (Gold ve dig.
2015).

Son yillarda yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda psikolojik stres ve depresyonun
kardiyovaskiiler hastaliklarin  gelismesine anlamli  diizeyde katkisinin  oldugu
gosterilmistir. Bu c¢alismalarda psikolojik stres ve depresyonun atreoskleroz ve vaskiiler

endotel bozukluklarinin gelismesinde bagimsiz bir risk faktorii oldugunu ortaya konmustur

(Black ve Garbutt 2002, Broadley ve dig. 2002, Sherwood ve dig. 2005).

Psikolojik stres ve depresyon, vaskiiler homeostazin korunmasinda 6nemli rolii olan damar
endotel tabakasinin disfonksiyonu (Rajagopalan ve dig. 2001), sempatik sinir sisteminin
aktivasyonuyla iliskili olarak hipotalamo-pitiiiter eksenin asir1 aktivasyonu (Musselman ve
dig. 1998), renin-anjiyotensin sisteminin aktivasyonu ve bunlarin sonucu olarak
katekolaminler, kortikosteroidler, glukagon, biiyiime hormonu ve renin gibi cesitli stres
hormonlarinin salgilanmasi, trombosit agregasyonunda artma (Musselman ve dig. 1996),
folat metabolizmasinda bozulma ve homosistein seviyelerinde yiikselme (Godfrey ve dig.
1990) gibi ¢esitli mekanizmalarla kardiyovaskiiler risk gelisimine neden olmaktadir

(Broadley ve dig. 2002, Rybakowski ve dig. 2006).

Diger yandan kronik stres sirasinda endotel disfonksiyonu ile beraber endotel hiicrelerine
adezyon molekiilleri yapigmakta ve inflamatuvar sitokinler arter ¢eperinde birikmektedir.
Bunlara ek olarak stres, lipitlerin oksidasyonu ile aterosklerotik bir lipit profili olusumunu
indiiklemekte ve kronik streste ise arteriyel trombozlara yol agabilecek asir1 pthtilasmalara
yol agmaktadir (Black ve Garbutt 2002).

Siganlarda olusturulan kronik ongdriilemeyen hafif stres modeli, insandaki depresyon
benzeri davramis degisikliklerine neden oldugu igin, insan depresif bozukluklarinin
modellenmesinde ¢ok faydali ve giivenilir olup, yaygin bir sekilde kullanilmaktadir

(Willner ve dig. 1992). Bu model, siganlarin kronik olarak 6ngoriilemeyen stresorlere



stirekli maruz birakilmasi protokoliine dayanmakta ve odiillere verilen yanitin azalmasi,
depresyonun temel belirtileri olan anhedoni ve ¢aresizlik davraniglart da dahil olmak {izere

davranigsal degisikliklerin gelismesi ile sonug¢lanmaktadir (Willner 2017).

Davranigsal degisikliklere neden olmasinin yanisira kronik ongoriilemeyen hafif stres
yapilan hayvan c¢alismalarinda, kalp hizinin degistigi, en az 4 haftalik prosediiriin ardindan
sempatik kardiyak tonusun arttigi, serum trigliserid diizeylerinin yiikseldigi, in vitro damar
yanitlarinin degistigi ve vaskiiler duvarda hipertrofi gelistigi gosterilmistir (d’Audiffret ve

dig. 2010, Grippo 2009, Isingrini ve dig. 2011, Li ve dig. 2013, Neves ve dig. 2009).

Halk arasinda geleneksel olarak kullanilan propolisin zengin flavonoid, fenolik asit,
terpenoid icerikleri nedeniyle cesitli biyolojik aktiviteler gosterdigi bilinmektedir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda propolisin antioksidan, anti-inflamatuvar, antihipertansif,
vazodilator, antidepresan ve immiinomodiilator etkileri ortaya konmustur (Chaurasiya ve
dig. 2014, Hu ve dig. 2005; Kumazawa ve dig. 2004, Lee ve dig. 2013, Maruyama ve dig.
2009, Teles ve dig. 2015).

Bu nedenle bu c¢aligmada kronik Ongoriilemeyen hafif strese maruz kalan sicanlarda
vaskiiler diiz kas yanitlarindaki olas1 degisikliklerin ve bu degisiklikler iizerinde propolis

uygulamasinin etkilerinin ve etki mekanizmalarinin arastirilmast  amacglanmistir.



1.1 Major Depresif Bozukluk

Yasanilan olaylar karsisinda uzun siireli, olagandis1 siddette ve iginde bulunulan duruma
uygun dismeyen abartili duygudurum degisiklikleri duygudurum bozuklugu olarak
adlandirilmaktadir. Duygudurumun yiikselerek nese ve coskululuk yoniinde kaymasi
manide ve mutsuzluk, iiziinti ve keder yoniinde kaymasi depresyonda gozlemlenmekte

olup, bunlar duygudurum spektrumunun iki zit ucunu teskil etmektedirler (Stahl 2015).

Depresyon karamsarlik, intihar distincesi gibi duygusal belirtiler ile uyku bozukluklari
gibi biyolojik belirtilerle karakterize kisinin is, aile, sosyal ve bireysel hayati da dahil
olmak iizere yasam kalitesini olumsuz etkileyen psikiyatrik bir bozukluktur (Stahl 2015,
Uzbay 2007). Amerikan Psikiyatri Dernegi’ne ait siniflandirmaya (DSM-V, Diagnostic
and Statistical Manuel of Mental Disorders-Ruhsal Hastaliklarin Tam ve Istatistik
Manueli’nin 5. Baskisi) gore depresyon; major depresif bozukluk (MDB), distimik
bozukluk ve bagka tiirlii adlandirilamayan depresif bozukluklar olarak siniflandirilmistir
(Amerikan Psikiyatri Birligi 2013). Major depresif bozukluk en az 2 hafta siiren tek bir
major depresif epizod halinde veya ¢ogu hastada oldugu gibi tekrarlayici epizodlarla
seyreden, en yaygin gorillen duygudurum bozuklugudur. Major depresif epizodlarin
baslica belirtileri; yasamdan ve olagan etkinliklerden zevk alamama, apati gelisimi,
ozgiiven eksikligi, sugluluk ve degersizlik duygulari, diisiinme ve hareketlerde gerileme,
bellek zayiflamasi, kararsizlik, istah diizensizlikleri, yorgunluk, psikomotor ajitasyon,
duygudurumun kiintlesmesi, psikomotor retardasyon, uyku bozukluklar1 ve intihar
diistincesidir (Kayaalp 2012). Diinya genelinde yasam boyu en az bir kez depresyon
goriilme siklig1 yaklasik %10-25 iken depresyonun kadinlarda (%15), erkeklere (%8) gore
iki kat daha fazla gelistigi gozlemlenmistir (Gold ve dig. 2015).

Depresif hastalarda, koroner arter hastaligi, diyabet ve inme daha sik goriilmekte ve
depresyon komorbiditeleri olan hastalarin prognozunu 6nemli derece kotiilestirmektedir.
Depresyon, kisileri mental ve ruhsal olarak etkilemenin yanisira; inflamasyon,
koagiilasyon, metabolizma, otonomik fonksiyon, néroendokrin diizenleme, uyku ve istahi
diizenleyen temel biyolojik siiregleri olumsuz etkilemekte (Gold ve dig. 2015) ve
kardiyovaskiiler sistemde dislipidemi, hipertansiyon ve nitrik oksit (NO) iiretiminde

bozulmalar gibi degisikliklere yol agmaktadir (Isingrini ve dig. 2011).



1.1.1 Major Depresif Bozuklugun Noroanatomisi

Depresyonun patofizyolojisinde o6nemli role sahip oldugu disiiniilen bellek ve
duygudurum degisikliklerinden sorumlu limbik sistemin 6nemli olusumlar1 (Cizim 1.1.);
talamus, hipotalamus, amigdala, hipofiz, pineal bez ve hipokampus ile beyin 6diil
sisteminin 6nemli elemanlar1 olan ventral tegmental alan ve niikleus akumbenstir (Uzbay
2004).
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Cizim 1.1. MDB belirtileri ile iligskilendirilen 6nemli beyin bdlgeleri

PFC:prefrontal korteks, BF:bazal 6n beyin, S:striatum, NA:nukleus akumbens, T:talamus,
Hy:hipotalamus, A:amigdala, H:hipokampus, SC:spinal kord, C:serebellum
Stahl(2012)’dan alinarak modifiye edilmistir.

Prefrontal korteks (PFK), santral sulkusun oniinde bulunan frontal korteksin bir pargasi
olup ii¢ ana boliimden olusmaktadir: (i) problem ¢dzme ve analiz gibi bilissel islevlerin
biitiinleyicisi dorsolateral prefrontal korteks, (ii) g6z ve orbitanin {izerinde bulunan,
diirtiileri ve takintilar1 kontrol eden, kismen amigdala tarafindan iiretilen davranigsal ya da
duygusal tepkilerin diizenlenmesinde rol oynayan orbital frontal korteks ve (iii) anterior
singulat korteks (Palazidou 2012, Stahl 2012).

Depresyon ile ilgili en ¢ok calisilan beyin yapilari; PFK, amigdala ve 6zellikle 6grenme ve
bellekte 6nemli rolii olan ve neondrogenezin devam ettigi iki beyin bolgesinden biri
oldugundan yiiksek noroplastisite kapasitesine sahip olan hipokampustur (Duman 2014,
Palazidou 2012, Slattery ve dig. 2004).

Manyetik rezonans ¢aligmalarinda, kontrollere kiyasla depresif hastalarin beyin
hacimlerinde anterior singulat ve orbitofrontal kortekste yiiksek diizeyde azalmalarin ve

hipokampuste, putamenlerde ve kaudatta orta diizeyde azalmalarin oldugu gosterilmistir



(Koolschijn ve dig. 2009). Pozitif emisyon tomografi calismalarinda, duygularin
islenmesinde 6nemli rolii olan bir¢cok prefrontal kortikal ve limbik yapida bolgesel serebral
kan akiminda ve glikoz metabolizmasinda anormallikler oldugu goésterilmistir.
Depresyonda, duygusal verileri isleyen ventromediyal prefrontal korteksin aktivitesinde
artig gozlenirken, dorsolateral prefrontal korteksin aktivitesinde azalma oldugu ve bu
azalmanin depresyonun belirtileri olan psikomotor gerilik ve anhedoni ile iliskili oldugu

gosterilmistir (Drevets 1998).

Antidepresan tedavi almayan depresif hastalarda amigdalanin hacminde azalma oldugu
bildirilmigtir (Hamilton ve dig. 2008). Kronik antidepresan ilag tedavisi, amigdala ve
anterior singulat korteksteki metabolik etkinligi azalttigi ve hipokampal hacimde artmaya
neden oldugu gosterilmistir (Palazidou 2012). Remisyon saglanmis hastalarin, remisyon
saglanamamis hastalara kiyasla daha biiyiik hipokampal hacimlere sahip olmalar1 yapisal
bozukluklarin tersine ¢evrildigini ve klinik iyilesme saglandigini disiindiirmektedir (Frodl
ve dig. 2004).

1.1.2 Major Depresif Bozuklugun Patofizyolojisi

Major depresif bozuklugun patofizyolojisinin tek bir mekanizma ile agiklanamayacak
kadar komplike olmasi ¢esitli nérokimyasal, norotrofik ve néroendokrin faktorlerin de rol

oynadigini gostermektedir (Duman 2014, Katzung 2014).

Major depresif bozuklugun ndrobiyolojisinin merkezinde yer alan klasik goris,
monoaminlerin miktarlarinda ve islevlerinde bir eksikligin veya bozuklugun olduguna

dayanan monoamin hipotezidir (Katzung 2014).

Depresyonda rol oynayan baslica ndroendokrin mekanizmalarin temelinde adrenal, tiroid
ve biiyiime hormonlar1 yer almaktadir. Depresyonda hipotalamo-pitiiiter-adrenal (HPA)
eksendeki diizensizlikler kortizoliin asir1 salimimina, hipokampal hacmin azalmasina ve
PFK aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir (Palazidou 2012). Deprese hastalarin
yaklagik %25’ inde tirotropin saliverici hormona tirotropin yanitinin kiintlestigi ve depresif
epizodlarda kandaki tiroksin seviyelerinde artis gibi tiroid disregiilasyonu oldugu

bildirilmistir (Karamustafalioglu ve Yumrukgal 2011).

Depresyonun norotrofik destegin kaybi ile iligkilendirilerek etkili antidepresan tedavilerin
beyin kaynakli norotrofik faktériin (BDNF) miktari1 ve hipokampus gibi kortikal

alanlardaki nérogenezi arttirdig1 gosterilmistir (Palazidou 2012).



1.1.2.1 Monoamin hipotezi

Depresyonun etiyolojisi hakkinda 1960’larin ortalarinda ileri siiriilen monoamin hipotezine
gore beyinde belli bolgelerde noradrenalin, serotonin ve dopamin monoaminlerinin
olusturdugu monoaminerjik norotransitter sisteminin tiimiinii ilgilendiren islev bozuklar1

mevcuttur (Schildkraut 1965).

Sinaptik aralikta monoamin geri-alimimi (trisiklik antidepresanlar) veya enzimatik
katabolizmay1 (monoamin oksidaz inhibitérleri) inhibe ederek sinapslarda monoaminerjik
iletisimi ve etkinligi arttiran ilaglarin depresyonu tedavi edici etkilerinin olmasi1 (Uzbay
2007), yiiksek dozda rezerpin tedavisinin olgularin yaklasik %10-15" inde endojen
depresyona benzer depresyon olusturmasi (Delgado 2000), depresyonlu hastalarda,
noradrenalinin ana metaboliti 3-metoksi-4-hidroksi-fenilglikoliin (MHPG) idrarla itrahinin
kontrollere gére anlamli diizeyde diisiik olmas1 (Maas ve dig. 1968) ve benzer sekilde
beyinde serotoninin ana metaboliti 5-hidroksi indol asetikasitin (5-HIAA) ve dopaminin
ana metaboliti homovalinik asitin (HVA) depresif hastalarda kontrollere gore diisik
oldugunun goézlemlenmesi (van Praag 1982) monoaminerjik ndrotransitter sistemindeki

islev bozuklugunu kanitlamaktadir.

Duygudurumdaki bozulmalarin temelinde santral sinir sistemindeki tiim noromediyator
sistemler arasindaki dengenin degismesine bagli olarak gelistigine inanilmaktadir. Ornegin,
Noradrenalin tipi depresyonlular olarak isimlendirilen ve noradrenalin geri-alimini inhibe
eden ilaglara (imipramin, desipramin gibi) iyi yanit veren depresif hastalara p-
klorofenilalanin verilmesiyle beyin serotonin seviyelerinin diismesi sonucu ilaglarin tedavi
edici etkilerinin ortadan kalkmasi imipraminin etki gosterebilmesi igin serotonerjik

sistemin yeterli etkililige sahip olmas1 gerektigini kanitlamaktadir (Kayaalp 2012).

Serotonin ve noradrenalin sistemleri iizerine etki eden antidepresanlarin higbirine yanit
vermeyen direngli olgularin olmasi, antidepresan ilaglarin uygulanmasindan sonra kisa siire
icinde sinaptik aralikta ve presinaptik noéron igindeki ndrotransmitterlerin miktarinin
artmasina karsin, klinik diizelmenin ortaya ¢ikmasi i¢in birka¢ haftalik siire gerektirmesi
(Kotan ve dig. 2009), mianserin ve iprindol gibi antidepresan etki mekanizmasinin
monoaminlerin geri alinmasi ile iliskili olmayan bir¢ok antidepresan ilacin bulunmasi
(Kotan ve dig. 2009), monoaminlerin geri alinmasini inhibe eden fakat antidepresan
ozellikleri olmayan amfetaminler ve kokain gibi bilesiklerin varligi (Kotan ve dig. 2009)

ve tianeptinin serotonin geri-alimini selektif inhibe eden ilaglara zit etki mekanizmasina



sahip olmasina ragmen antidepresan etki diizeyleri arasinda anlaml fark bulunmamasi gibi
depresyona iliskin baz1 parametreleri agiklamada monoamin hipotezi yetersiz kalmis ve bu

hipotezin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur (Uzbay 2007).

1.1.2.2 HPA ekseninin disregiilasyonu

Major depresyonlu hastalarin yaklasik yarisinda HPA ekseninde hiperaktivite gelismesine
bagli olarak, adrenokortikotropik hormon (ACTH), kortikotropin salgilatict hormon (CRH)
ve adrenal korteksten kortizol salgilanmasi artmakta ve plazma diizeyleri yiikselmektedir.
Buna ek olarak, glukokortikoidlerin hipotalamus ve hipofizde sirasiyla CRH ve ACTH
salgilayan hiicreler tizerindeki negatif feedback inhibitor etkisi azalmaktadir. Hem ekzojen
glukokortikoidlerin hem de endojen Kortizol seviyelerinin yiikselmesi, major depresif
bozuklukta goriilen bilissel kayiplar ve miza¢ semptomlart ile iligkilendirilmistir (Katzung
2014, Kayaalp 2012). Bazi depresif hastalarin HPA eksenindeki disregiilasyonunun
temelinde CRH salgilayan hipotalamik noronlar iizerindeki serotonerjik ve noradrenerjik

inhibitor tonusun azalmasi oldugu ileri siiriilmiistiir (Kayaalp 2012).

1.1.2.3 Sitokin hipotezi ve immunolojik mekanizmalar

Immun sistemin sinyalizasyonunda gorev alan proinflamatuvar sitokinler, major
depresyonda goriilen yorgunluk, uyusukluk, istahsizlik, disfori ve kaygi gibi belirtilerin
ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir (lwata ve dig. 2013, Palazidou 2012). Depresyonda
immun aktivitede ve ozellikle de IL-1B, IL-6 ve TNFa gibi proinflamatuvar sitokinlerin
serum diizeylerinde artis s6z konusudur (Palazidou 2012). Artan proinflamatuvar sitokin
konsantrasyonlari, periferik triptofan deplesyonuna yol acarak noradrenerjik aktivitede
degisikliklere ve HPA ekseninin uyarilmasina neden olmaktadir. Inflamatuvar sitokinlere
kronik maruziyetin glukokortikoid reseptor fonksiyonlarindaki bozulmalarla iliskili oldugu
bildirilmistir (Palazidou 2012).

Immun sistemi giiglii bir sekilde aktive ettiginden belirli kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilan interferonun, doza bagli depresif belirti gelistirme prevalansinin (%50) yiiksek
oldugu gézlenmistir (Raison ve dig. 2006).

Pro-1L-1B' nin islenmesi ve saliverilmesi, inflamazom adi verilen ¢oklu protein kompleksin
bir pargasi olan NLRP3 (NOD-niikleotid baglama oligomerizasyon domaini-benzeri

reseptor proteini- 3) araciligiyla gerceklestirilmektedir. Psikolojik stres, NLRP3



inflamazomunu  aktive ederek IL-1f salimmminda artisa ve depresif belirtilerin

gozlenmesine neden olmaktadir (Iwata ve dig. 2013).

Giinliik hayatta karsilasilan yiiksek psikolojik stres, immun sistemi ve biyolojik savunma
mekanizmalarin1 harekete gegirmek igin bir "uyar1" olabilir. Kontrol altina alinamadiginda
kronik stres ve immiin yanitlar, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, artrit gibi Sistemik

komorbidite ve depresyona gelisimine neden olmaktadir (Iwata ve dig. 2013).

1.1.2.4 Major depresif bozuklukta stresin rolii ve néroplastisite hipotezi

1960’larin  sonlarina dogru hipokampusun glukokortikoidlerin  kendilerine 06zgii
reseptorlere baglanmasi agisindan en duyarlt bolgesi oldugunun ileri siiriilmesi stres ile
psikiyatrik hastaliklar arasindaki baglantinin temelini olusturmustur (McEwen ve dig.
1969). Cocukluk c¢aginda istismara ugramis depresif kisilerde, psikososyal strese yanit
olarak HPA ekseni etkinliginde artis gozlenmistir (Palazidou 2012). Strese yanit olarak
saliverilen glukokortikoidlerin diizeyleri, major depresyon ve Cushing hastaligi gibi bazi
patolojik durumlarda da yiikselmektedir (Starkman ve dig. 2003). Son zamanlarda yapilan
arastirmalarda Onceki ¢alismalardan elde edilen bu verileri destekler nitelikte sonuclar elde
edilmis ve stresli yasamin depresyonu tetikledigi vurgulanmistir (Boyer 2000, Schatzberg
ve dig. 2003).

Depresyonla iligkili son yillarda yapilan arastirmalarda, o6zellikle ndronal biiylime,
sagkalim, olgunlagsma ve sinaptik plastisitede 6nemli rol oynayan BDNF bakimindan
zengin olan hipokampus {izerine yogunlagilmistir (Slattery ve dig. 2004). Stres,
hipokampusta BDNF sentezini baskilarken; antidepresan ilaglar, hipokampus ve prefrontal
kortekste BDNF sentezini ve sinyalizasyonunu arttirmaktadir (Shimizu ve dig. 2003).

Tekrarlayan depresif epizodlar1 olan, antidepresan tedaviye direngli veya uzun zamandir
major depresif bozuklugu olan olgularda hipokampal hacimde azalma gdzlenirken, yasi
ilerlememis, hastalik siiresinin daha kisa oldugu veya az sayida depresif epizodlari olan
olgularda ise hipokampal degisikliklerin olmamasi (Sala ve dig. 2004), depresyonun
hipokampus gibi 6nemli bolgelerde yapisal degisiklik ve bozulmalara neden olabilecegini
gostermektedir. Bu bulgulara dayanarak depresyonda noroplastisite hipotezi ileri siiriilerek
depresyonun patofizyolojisi agiklanmaya caligilmistir (Fuchs ve dig. 2004). Né&roplastisite
hipotezine gore monoaminlerin yanisira glutamat gibi eksitator norotransmitterlerin
miktarlarindaki degisimler hipokampus gibi 6nemli beyin bolgelerinde remodelling ile
iliskilendirilmistir (Uzbay 2007).



1.1.2.5 Major depresif bozuklukta genetigin rolii

Genetik faktorlerin etkisiyle bazi olgularda depresyona yatkinlik olusturabilecegi ve
depresyonun kismen kalitsal oldugu konusunda ¢ok sayida arastirmada birbirlerini
destekler nitelikte sonuglar elde edilmesine ragmen, genetik aktarimin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir (Levinson 2005). Monozigotik ikizlerde yapilan ¢alismada major
depresif bozuklukta kalitim derecesinin % 37 seviyelerinde olmasi, depresyonun ailede
goriilme sikhiginin popiilasyondakinden daha yiiksek olusu ve monozigotik ikizlerde
dizigotiklere gore daha sik rastlanmasi da depresyonda genetik faktorlerin roliinii ortaya

koymaktadir (Belmaker ve Agam 2008, Palazidou 2012).

Duygudurum bozukluklarindan tek bir gen degil, ¢ok sayida incinebilirlik geni ve ¢evresel
stresOrler belirli beyin devrelerinde bilgi islemenin bozulmasina ve depresif epizodun

gelismesine yol agmaktadir (Stahl 2015, Gatt ve dig. 2010).

Serotonin tasiyicist (SERT) geninde s alleli yoniinden homozigot kisilerde, amigdala ve
devrelerinde stres verici yiik olarak kabul edilen korkmus yiizlere asir1 tepki verme, birden
fazla yasam stresorliine maruz kalindiginda daha yiiksek olasilikla bir depresif epizod
gelisimi, hipokampal atrofilerde artma ve olasilikla daha fazla biligsel belirti
gozlenebilmektedir. Bunlara ek olarak antidepresanlari tolere etmeleri ve bu ilaglara yanit
vermeleri daha diislik olasiliklidir. SERT geninde 1 alleli olan kisilerde bu durumun aksi
s06z konusu oldugundan daha dayanikli bir genotip s6zkonusudur. SERT geninin s veya 1
genotipinde olmasi, amigdalanin afektif bilgi islemleme verimliligini etkileyerek yetiskin
donemde maruz kalinan c¢ogul yasam stresorleriyle karsilasildiginda major depresyon

gelistirme egilimi olup olmadigini aciklamaktadir (Stahl 2015).

1.1.3 Major Depresif Bozuklugun Tedavisi

Major depresif bozuklugun uzun vadede tekrarlayan epizodlarla kronik seyirli olmas1 ve
depresif kisilerde ciddi morbidite ve mortalite gelisiminin siklikla gézlenmesi, ilk depresif
epizodun gozlendigi durumda etkili antidepresan tedavisine baglanmasini1 gerektirmektedir.
Akut depresif epizodun ardindan hastaligin niiksiinii ve birden fazla depresif epizod
gelisimini 6nlemek i¢in remisyon saglandiktan sonra tedaviye birka¢c ay daha devam
edilmelidir, ¢linkd ilk depresif epizod sonunda iyilesme saglanilan hastalarin yaklasik
yarisinda, idame antidepresan tedavisi almamalar1 durumunda alt1 ay igerisinde diger bir

depresif epizodun gelistigine dair kanitlar bulunmaktadir (Palazidou 2012).



Major depresyonu olup tedavi edilmeyen olgularin yaklasik %15’ inde intihara egilim
gozlenmektedir (Gold ve dig. 2015). Is giicii kaybina yol agmasi ve intiharla sonuglanmasi
gibi durumlar gdzoniine alindiginda depresyon mutlaka tedavi edilmeli ve takip edilmelidir

(Uzbay 2007).

Monoamin hipotezi dogrultusunda monoaminlerin sinaptik etkinligini arttiran ilaglarin
antidepresan etkiye sahip olabilecegi Ongoriisii ile trisiklik antidepresanlar, selektif
serotonin geri-alim inhibitorleri ve serotonin/noradrenalin geri-alim inhibitorleri gibi
antidepresan ilag gruplarmin kesfi gergeklesmis ve tedavide kullanilmaya baslanmistir

(Cizelge 1.1.).

1950’lerin sonlarinda tedaviye giren ilk antidepresan ilag grubu trisiklik antidepresanlardir.
Yine ayni donemde monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri monoamin diizeyini
yiikselterek depresyonu tedavi etmek amaciyla kullanima girmistir. Daha giiglii etki ve
daha az yan etki i¢in 6zgiil inhibitorler olan MAO’nun alt tiplerine 6zgiil antidepresanlar
ve noradrenalin veya serotonin geri-alimina 6zgiil inhibitorleri 1960’11 ve 1970°1i yillarda
gelistirilerek tedavide kullanilmistir. Monoaminlerden birine daha selektif fluoksetin ve
paroksetin gibi selektif serotonin geri-alim inhibitorleri ve reboksetin gibi selektif
noradrenalin geri-alim inhibitorleri yakin zamanda tedaviye girmistir (Pacher ve dig.
2001). Serotonerjik etkinligi arttirmaya yonelik tedavi yaklasimi sadece Sinapsta serotonin
geri-aliminin inhibe edilmesi ile kalmamig ve serotonin 5-HT, ve 5-HTj3 reseptorleri basta
olmak {lizere serotonerjik reseptorleri etkileyen ilaglar gelistirilerek tedavide yogun olarak

kullanilmistir (Uzbay 2007).

Depresyonun tedavisinde antidepresan ilaglar kadar etkin bir diger tedavi yontemi, etkisi
cabuk baglayan elektrokonviilsiyon tedavisi (EKT) dir. Deney hayvanlarinda ve klinikte
depresyonlu olgulara EKT uygulanmasiyla, depresyonla iligkili belirtilerin diizeldigi ve

noradrenalin turnoverinda uzun siireli artis oldugu gosterilmistir (Kayaalp 2012).

Antidepresan tedavi ile norotransmitterler arasinda bozulan denge yeniden saglanmakta ve
hipokampal remodelling diizeltilmektedir. Kronik antidepresan kullanim1 néroprotektif etki
ortaya ¢ikararak ndronlar1 ve sinapslarin normal yapisini korumasini saglamaktadir (Fuchs
ve dig. 2004). Depresif hastalarda, diisiik serum BDNF diizeylerinin antidepresan ilaglar
veya elektrokonviilsif tedavi ile arttig1 gosterilmistir (Shimizu ve dig. 2003).
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Cizelge 1.1. Antidepresan ilaglarin siniflandirilmasi. Kayaalp (2012)’ den alinmistir.

Ila¢ Ornekleri

Trisiklik
antidepresanlar ve
benzerleri

Trisiklik antidepresanlar; imipramin, desipramin,
klomipramin, amitriptilin, nortriptilin, protriptilin,
opipramol, trimipramin, doksepin, amoksapin.

Trisiklik benzeri antidepresanlar; maprotilin, trazodon,
mianserin ve bupropion.

Selektif serotonin
geri-alim
inhibitorleri ve
benzerleri

Selektif serotonin geri-alim inhibitorleri; fluoksetin,
sertralin, paroksetin, fluvoksamin, sitalopram,
essitalopram.

Selektif serotonin geri-alim inhibitorleri benzeri
antidepresanlar; mirtazapine, venlafaksin, reboksetin,
atomoksetin, milnasipran, duloksetin.

Monoamin oksidaz
inhibitorleri

MAO-A selektif inhibitor; moklobemid.

Lityum ve diger
duygudurum
dengeleyicileri

Lityum, karbamazepin, okskarbazepin, lamotrijin.

Antidepresan
ve/veya antimanik
etkili diger ilaclar

Amineptin, tianeptin, ndroleptikler (haloperidol,
flupentiksol, risperidon, ketiapin), valproik asit,
alprazolam, L-triptofan, verapamil, agomelatin.

1.1.4 Major Depresif Bozukluk ve Kardiyovaskiiler Hastaliklarin liskisi

Biitiin saglikli damar diiz kaslarinda bulunan endotel, vazoaktif maddelerin salimini
saglayarak vaskiiler tonusun diizenlenmesinde, vaskiiler homeostazin saglanmasinda ve
inflamasyonun kontroliinde rol oynamaktadir. Saglikli endotel vazodilatasyona egilimlidir.
Endotelden salgilanan NO, prostasiklin (PGI), bradikinin ve asetilkolin endotelden
salgilanan vazodilator maddeler ve tromboksan A, (TxAy), serbest radikaller, endotelin ve
anjiotensin-1l vazokonstriktor maddeler olup Cizim 1.2.°de gosterilmistir (Andor ve
Tomescu 2005).
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Cizim 1.2. Endotelden salgilanan vazoaktif maddeler. Andor ve Tomescu (2005)’dan
alinarak modifiye edilmistir.

Psikososyal stresin ve depresyonun vaskiiler homeostazin korunmasinda 6nemli rolii olan
damar endotel tabakasinda disfonksiyona, inflamatuvar olaylarin baslatilmasina ve
sirdiiriilmesine neden olarak ateroskleroza gelismesini ve kardiyovaskiiler riski
arttirmaktadir (Black ve Garbutt 2002). Stres yanit1 siiresince, sempatik sinir sistemi ve
HPA eksen uyarilarak adaptif metabolik, kardiyovaskiiler ve davranigsal yanitlarda artis
meydana gelmektedir (Neves ve dig. 2009). Strese kars1 gelistirilen adaptif
kardiyovaskiiler yanitlardan biri endotelyal NO sisteminin hiperaktivasyonudur (Neves ve
dig. 2012). Asir1 strese maruziyet sonrasi yeni duruma adaptasyon gelisememektedir.
Yapilan ¢alismalarda kronik ongoriilemeyen hafif strese maruz kalan sigan ve farelerin
kardiyovaskiiler sistemlerinin stresorlere adaptasyon gelistiremedigi, endotelyal NO
etkinliginin distigii gosrerilmistir (Neves ve dig. 2012). Ayrica glukokortikoid ve
adrenerjik stimiilasyon, ateroskleroz gelisimi gibi olumsuz kardiyovaskiiler etkiler ortaya
cikarabilmektedir (Brotto 2003). Kronik Ongoriillemeyen hafif stres hayvan modelinde,
stresin depresyon benzeri noroendokrin, fiziksel, davranigsal ve vaskiiler degisiklikler
gelistigi gosterilmistir. Farelerde olusturulan kronik 6ngoriilemeyen hafif stres modelinde
in vitro izole damar ¢alismasinda fenilefrin kaynakli vazokonstriksiyonda ve endotel-
bagimsiz sodyum nitroprussiyat (SNP) kaynakli vazorelaksasyonda (d’Audiffret ve dig.
2010) herhangi bir degisiklik olmaksizin endotel-bagimli  asetilkolin  kaynakli
vazorelaksasyonda onemli diisiise neden oldugu gosterilmistir (Isingrini ve dig. 2011).
Ayni caligma sigan dokusuyla yapildiginda, fare modelinden farkli olarak fenilefrin
yanitlari stres sonrasi artmistir (Neves ve dig. 2009). Stresorlere maruziyet kardiyovaskiiler

sistem {izerine olumsuz etkilere neden oldugundan kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi
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ve tedavisi i¢in stresin kardiyovaskiiler etkilerinin mekanizmalarinin anlagilmasi

gerekmektedir (Neves ve dig. 2009).

1.2 Propolis

Propolis, bal arilarinin (Apis mellifera L.) ¢esitli bitkilerin dal, tomurcuk ve filizlerinden
topladig1 oziitleri, salgiladiklar1 enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratarak bir miktar
balmumu ve diger bitkisel maddelerle karistirarak olusturdugu reginemsi organik bir

maddedir (De Castro 2001, Hu ve dig. 2005, Seven ve dig. 2007).

Propolisin, bal arilar1 tarafindan kovanin girisini, bosluklarini, ¢atlaklarini doldurmada ve
duvarlarim giiglendirmede, bu sayede kovanin dis etkenlerden korunmasini saglamada ve
gerekli olan nemin ve sicakligin siirekliliginin saglanmasinda oldugu gibi mekanik
kullanim1 diginda, kovanda bakteri ve diger mikroorganizmalarin biiyiiyemecegi bir ortam
saglama, kovan iginin dezenfekte edilmesi, kovanda 6len ve disar1 tasiyamayacaklari kadar
bliyiik canlilarin ¢lirliylip mikroorganizma {iretmesini engellemek i¢in canlilarin
viicudunun propolis ile kaplanmasinda kullanilmas1 ise kimyasal bir temele
dayanabilecegini diigiindiirmektedir (Burdock 1998, De Castro ve dig. 2002).
Kovanlarindaki kullanimlar1 g6z 6niine alindiginda, arilarin propolisi kolonideki olumsuz

¢evre kosullarina cevap olarak olusturdugunu sdylemek miimkiindiir.

Cok eskiden beri halk arasinda yaralarin iyilestirilmesi ve hastaliklardan korunmak
amaciyla yer edinmis geleneksel propolis kullanimi giiniimiizde de devam etmekte ve yeni
gelistirilen kisisel bakim {iriinlerinde de yerini almaktadir (De Castro 2001, Ghisalberti
1979, Kartal ve dig. 2003).

1.2.1 Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Propolis, elde edildigi kaynaga ve tazelik derecesine gore kirli saridan koyu kahverengine
degisen renkte olup lipofilik karakteristiklidir. Keskin, hos ve aromatik kokuludur.
Sogukken sert ve kirilgan, sicak oldugunda yumusak, esnek ve ¢ok yapiskandir
(Ghisalberti 1979, Marcucci 1995). Propolisin ¢oziiniirligi % 95°lik etil alkolde yiiksek
suda ve eter gibi diger organik ¢oziiciilerde ise diisiiktiir (Seven ve dig. 2007).

Ham propolis reginesindeki bilesenler, arilar tarafindan toplanan bitki Ozleri, ar1
metabolizmasindan salgilanan maddeler ve propolis hazirligi sirasinda toplanan

malzemeler olmak tizere ii¢ kaynaktan ileri gelmektedir (Burdock 1998, Marcucci 1995).

13



Propolisin tiretiminde bal arilarinin bitki 6zleri, bitkilerden salgilanan veya catlaklarindan
sizarak atilan maddeleri kullanmasi ve bunlart enzimleriyle biyokimyasal degisiklige
ugratmasi s0z konusu oldugundan, propolisin bilesimi {tretildigi bolgeye, mevsime ve
cografik alandaki bitki ortiisii ¢esitliligine ve bal aris1 tiirlerindeki ¢esitlilige bagli olarak
degisiklik ve ¢esitlilik gostermektedir (Bankova ve dig. 2000, Ghisalberti 1979).

Propolis genel olarak recine, balmumu, esansiyel ve aromatik yaglar, polen gibi organik

bilesenlerin yanisira inorganik elementlerden de zengindir (Burdock 1998).

1.2.2 Propolis Orneklerinde Belirlenen Bilesik Gruplar

Propolisin temel bilesenlerini flavonoidler, fenolik asitler, fenolik asit esterleri, steroidler

ve aminoasitler teskil etmektedir (Tolba ve dig. 2013).

Propolisten en yaygm izole edilen bilesen, farkli yap1 ve 6zellikte pek ¢ok tiirevi bulunan
fenilbenzopiran yapisindaki flavonoidlerdir. Propoliste bulunan chrysin, tectochrysin,
isalpinin, ramnositrin, galangin, apigenin, pinostrobin, pinosembrin, pektolinarigenin ve
pinobanksin gibi flavonoidlerin antimikrobiyal ve bakteriostatik o6zellik gosterdigi
bildirilmistir (Ghisalberti 1979, Kuropatnicki ve dig. 2013). Kersetin ve bazi diger
flavonoidlerin ise antiinflammatuvar 6zellik gostererek aterosklerotik plak olusumunu ve
platelet agregasyonunu onledikleri, damar diiz kasin1 gevsemesine destek olduklari, buna
ek olarak antiviral, karsinostatik, antiiilser ve anestezik etkilere sahip oldugu belirtilmistir
(Popravko ve dig. 1969).

Propolis bilesiminde flavonoid olmayan sinnamil alkol, sinnamik asit, vanillin, isovanillin,
kafeik asit ve ferulik asit gibi basit aromatik bilesikler de bulunmaktadir (De Castro 2001).
Propolisteki kafeik asit ve ferulik asit gibi hidroksisinnamik asit tiirevleri ve diger fenolik
bilesikler, potent antioksidan ve antimikrobiyal 6zellik gostermektedir (Clifford 2000,
Ghisalberti 1979, Kartal ve dig. 2003). Propolisin fenolik yapidaki diger aktif bileseni
kafeik asit fenetilester (KAFE), potent antioksidan ve antiinflamatuvar (Kartal ve dig.
2003) etkilerelere sahiptir. Bu iki temel etkinin disinda immunomodiilatér, néroprotektif,
kardiyoprotektif etkiler de gostermektedir (Tolba ve dig. 2013). Izole sigan torasik
aortasinda yapilan bir c¢alismada, KAFE’nin vazodilator aktivite gosterdigi ve gesitli
mekanizmalarla miyokardiyal oksidatif hasara karsi koruyuculugu oldugu bildirilmistir
(Long ve dig. 2009).

Propolis 6rneklerinde B1, B, Bg, C, E, nikotinik asit, pantotenik asit vitaminlerinin varlig

da gosterilmistir (Haydak ve Palmer 1942).
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1.2.3 Propolisin Biyolojik ve Farmakolojik Ozellikleri

Her dogal karisim gibi propolisin de biyolojik ve farmakolojik etkileri, temelde izole
eldilen ¢ok sayida biyolojik aktif bilesene (flavonoidler ve hidroksisinnamik asit tiirevleri
gibi fenolik bilesikler) ve bunlarin sinerjistik aktivitelerine dayanmaktadir (Burdock 1998,
Marcucci 1995).

Arastirmalarin ¢ogunda propolisin etanolik ekstresi kullanilmis olmakla birlikte su ve diger
baska c¢oziiciileri propolisin ekstraksiyonunda kullanan c¢alismalar da mevcuttur.
Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciiye bagl olarak ekstrakte edilen bilesenlerin degistigi ve
dolayisiyla mikrobisidal etkide degisiklik oldugu bir ¢alismada gosterilmistir (Tosi ve dig.
1996).

1.2.3.1 Antiinflammatuvar etki

Propolisin sulu ekstresinin, steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglar gibi dihidrofolat
rediiktaz enzimini inhibe ettigi goOsterilmistir. Kafeik asit varligi, propolisin

inflamasyondan koruyucu fonksiyonlariyla iligkili bulunmustur (Strehl ve dig. 1994).

Farelerde gelistirilen artrit, akut inflamasyon ve penge 6demi gibi in vivo inflamasyon
modellerinde, propolisin antiinflamatuvar etkisi oldugu ve baz1 olgularda Klasik

antiinflamatuvar ilaglara benzer etki gosterdigi gézlenmistir (Scheller ve dig. 1989a).

Lipopolisakkarit aracili iiveit modeli olusturulan si¢anlarda propolis uygulamasinin
gozdeki inflamatuvar siireci durdurdugu ve hastalik tablosunda gerilemeye yol agtig

gosterilmistir (Ertiirkiiner ve dig. 2016).

Kornea katerizasyonundan sonra tavsanlarda propolisin sulu ekstresi topikal uygulanmis ve
lezyonlarda iyilesmenin ve inflamatuvar siirecte azalmanin deksametazona benzer sekilde
oldugu goriilmiistiir. Bu etki, propolisin siklooksijenaz ve lipoksijenaz etkilerini inhibe

etmesiyle iliskilendirilmistir (Hepsen ve dig. 1999).

Propolisin icerdigi KAFE’nin, nétrofillerden ve makrofajlardan histamin, l6kotrien ve
prostaglandin salimini inhibe ettigi in vitro deneylerde gosterilmistir (Mirzoeva ve Calder
1996).

15



1.2.3.2 Antioksidan etki

Propolisin antioksidan etkisi in vitro olarak gesitli ¢alismalarda incelenmistir. Propolisin
antioksidan aktivitesi serbest radikal siipiiriicii 6zelligi ve yiiksek miktarda fenolik igerigi
ile iligkili oldugu belirtilmistir (De Castro 2001).

Propolisin in vivo antioksidan etkisinin incelendigi bir ¢aligmada, siganlarin besinlerine
propolis eklenip E vitamini eksik birakilmig, 4. ve 8. haftalarin sonunda propolisin
hidrofilik bir antioksidan gibi davranarak plazma ve gesitli organlarinda C vitamini
seviyelerinin kontrole gore anlamli artmasina ve bagirsaktaki lipid peroksidazlarin
azalmasima neden oldugu gosterilmistir (Sun ve dig. 2000). Propolisin sulu ekstresinden
izole edilen 3-[4-hidroksi-3-(3-okso-biit-1-enil)-fenil]-akrilik asitin, standart antioksidan
ajanlar olan C ve E vitaminlerinden daha potent oldugu kaydedilmistir (Basnet ve dig.
1997).

Toksik karaciger hasar1 gelistirilen si¢anlarla yapilan ¢alismalarda, propolisin antioksidan
etkisi nedeniyle karaciger iizerine koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Basnet ve dig.
1996, 1997).

Propolisin etanol ekstresinin y 1sinlarindan 6nce ve sonra farelere uygulamas: sonucu
normal seviyelere donen 10kosit sayilari, propolisin  antioksidan ativitesiyle

iliskilendirilmistir (Scheller ve dig. 1989a).
1.2.3.3 Antihipertansif ve kardiyoprotektif etki

Esansiyel hipertansiyonu olan hastalarda NO seviyeleri ve siiperoksit dismutaz, E vitamini
gibi antioksidanlarin konsantrasyonlarinin azalirken serbest radikal olusumunda artig
oldugu bilinmektedir. Serbest radikal olusumundaki bu artis PGl, ve NO’i etkisiz hale
getirebilir veya yar1 Omiirlerini azaltabilir ve bu da periferik vaskiiler direng ve
hipertansiyonda bir artisa yol acabilmektedir (Kumar ve Das 1993). Antioksidan ve
antiinflamatuvar etkili propolisin antihipertansif etki gosterebilecekleri belirtilmistir

(Maruyama ve dig. 2009).

Hipertansif si¢anlarda Brezilya yesil propolisin etanol ekstresinin antihipertansif
etkinliginin oldugu ve aktif bilesenin kaffeoilquinik asit ve tiirevlerinin oldugu yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Kubota ve dig. 2004, Mishima ve dig. 2005). Hipertansif
sicanlarla yapilmis diger bir ¢alismada, propolisin antihipertansif etkinligini asetikolin

aracili vazodilatasyonu giiclendirerek gerceklestirdigi ve antioksidan etkisinin
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antihipertansif etkisinin altinda yatan etken olabilecegi gosterilmistir (Kubota ve dig.
2004).

Izole hipertansif sigan aortasinda gériilen antihipertansif etkinin kismen, Brezilya propolisi
ve izole edilen flavonoidlerin konsantrasyona bagli vazodilatasyon olusturmasindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Maruyama ve dig. 2009).

izole sican torasik aortasinda yapilan diger bir calismada, KAFE’nin diiz kas hiicre
membranindan kalsiyum akisini inhibe etmesiyle vazodilator aktivite gostermesine ek
olarak, iINOS’un Kkatalitik aktivitesini inhibe ettigi, INOS gen ekspresyonunu NF-xB
aktivasyonunu baskilayarak transkripsiyon diizeyinde inhibe ettigi, miyokardiyal oksidatif
hasara kars1 koruyuculugu oldugu belirtilmistir (Long ve dig. 2009).

Doksorubisin kaynakli kardiyomiyopati, serbest radikallerin aracilik ettigi oksidatif stresin
sonucunda gelismektedir. Kardiyomiyopati gelisimi doksorubisin ile kanser tedavisini
siirlandirmaktadir. Doksorubisin ile indiiklenmis kardiyomiyopatili si¢anlara propolis
uygulamasiyla, kreatin fosfokinaz, aspartat aminotransferaz, kan ve doku glutatyon

seviyelerinde azalma oldugu gozlenmistir (Chopra ve dig. 1995).
1.2.3.4 Antidepresan etki

Propolis ekstresinin antidepresan etkisi lizerine yapilmis pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Bu calismalardan birinde, propolisin, stresore maruziyet sonucu hipokampusta azalan
glukortikoid reseptorlerin fonksiyonlarinda artig saglayarak antidepresan benzeri etki

gosterdigi bildirilmistir (Lee ve dig. 2013).

Propolisin komponentlerinden olan chrysinin olfaktor bulbektomi metodu ile farelerde
olusturulan depresyon modelinde 14 giin boyunca chrysin uygulanmis ve chrysinin
hipokampal fonksiyonlarda ve depresif davranislarda fluoksetine benzer diizelmeler yaptigi

gozlenmistir (Filho ve dig. 2016).

Propolisin ve komponentlerinin MAO enzim iizerine inhibitor etkisi incelenmis, propolisin
etkin MAO inhibisyonu yaptigi ve galangin ve apigeninin MAO enziminin alt tiplerini
0zgiil olarak inhibe ettigi gosterilmistir (Chaurasiya ve dig. 2014, Yildiz ve dig. 2014).

Caligmalardan elde edilen sonucglara dayanarak, propoliste yer alan MAO inhibisyonu

yapan ve antioksidan etki gosteren bilesenlerin varligi, propolisin depresyon ve benzeri
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norolojik hastaliklardan korunmasinda etkili olabilecegini disiiniilmektedir (Reis ve dig.

2014).
1.2.3.5 Diger etkiler

Propolis orneklerinden izole edilen flavonoidler ve kafeik asit tiirevlerinin bakterisidal
etkiye sahip oldugu (Kartal ve dig. 2003), farkli propolis 6rneklerinin ticari antibiyotikler
ile sinerjistik etkisi oldugu ve bu antibiyotiklere direncgli bakterilerin propolise duyarl
oldugu gosterilmistir (Scheller ve dig. 1999). Propolisin sitoplazma yapisim1 bozarak,
protein sentezini inhibe ederek veya bakterinin lizisine yol agarak antibakteriyel etki

gosterdigi disiiniilmektedir (Takaisi-Kikuni and Schilcher 1994).

Propolisin Candida, Microsporum, Mycobacteria, Trichophyton, Fusarium ve diger
dermatofitler dahil olmak {izere farkli mantar tiirleri {izerine fungisidal etkisinin varlig
gosterilmistir (Kujumgiev ve dig. 1999). Bakterisidal etkisinde oldugu gibi fungisidal
aktivite de fenolik bilesiklerin varligi ile iligskilendirilmektedir. Geleneksel kullanima sahip
antimikotik ilaglarla propolisin sinerjistik etkisi oldugu gosterilmistir (Scheller ve dig.
1998).

Propolisin influenza, hepatit B, avian ve herpes zoster viriisleri gibi farkli virtisler tizerine
virostatik etki gosterirken, herpes simpleks viriisleri ve vezikiiler stomatitis viriisii izerinde
de virusidal etki gosterdigi bulunmustur (Amoros ve dig. 1992). Propolisteki kersetin ve
kampferol flavonoidleri ile KAFE ve izopirenil kafeat kafeolikleri, HIV-1 (Insan immiin
yetmezlik virlisii) c¢ogalmasint engelledigi ve HIV-1 integraz enzimini inhibe ettigi

gosterilmistir (Xu ve dig. 2000).

Insanlarda ve hayvanlarda trichomoniasis, toksoplasmosis, gardiasis, Chagas disease,
leishmaniasis ve malaria gibi hastaliklara neden olan protozoalar {izerine propolisin etkili
oldugu bildirilmistir (De Castro 2001).

Propolisin farkli timdr tiirleri iizerine antitiimoral etki gosterdigi ¢ok sayida caligmada
gosterilmistir; Propolisin etanol ekstresi uygulanmis Ehrlich karsinomali farelerin yasam
orani, bleomisin ile tedavi edilenlerden daha yiiksek bulunmustur (Scheller ve dig. 1989).
ikinci evre karsinojenezli disi sicanlarm beslenmelerine propolisin eklenmesiyle meme
kanserinin ¢esitliliginin ve goriilme sikligimin 6nemli Olgiide azaldigr gosterilmistir
(Kimoto ve dig.1999). Brezilya propolisinden izole edilen 3,5-dipirenil-4-hidroksisinnamik

asit (Artepillin C), 16semi hiicreleri de dahil olmak {izere timor hiicre hatlarina sitotoksisite
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gostermistir (Matsuno ve dig. 1997). Propolis ve Artepillin C’nin, ilagla indiiklenmis renal
ve pulmoner karsinojen modellerinde, oksidatif hasart ve patoloji gelisimini 6nledigi

gosterilmistir (Kimoto ve dig. 2000).

Doku yenileme etkisi, propolisin antiinflamatuvar etkisi, yiiksek aminoasit igerigi ve doku
metabolizmasini genel olarak stimiile etmesiyle iliskilendirilmektedir (De Castro 2001).
Propolis igeren merhemin deney hayvanlarinda yanik alanlara uygulanmasi sonucu nitelikli
ve hizli doku yenilenmesi oldugu (Troshev ve dig. 1990), benzer sekilde farelerde ameliyat
lezyonlarina propolis uygulanmasi sonucu Yaranin kapanma ve iyilesme hizinda artig

oldugu gozlenmistir (De Castro 2001).

Geriatrik hastalara propolisin etanolik ekstresi uygulanmasiyla istenmeyen yan etki
gbzlenmeksizin, biligsel fonksiyonlarda Onemli bir gelisme ve fiziksel kondisyonda
iyilesme oldugu gozlemlenmistir. Bunun disinda, graniilositlerin enzimatik aktivitesinde
artig, T lenfositlerinin sayisinda artis, immunoglobulin iiretiminde artig gibi immunolojik

fonksiyonlarinda iyilesme saptanmistir (Burdock 1998, Kuropatnicki ve dig. 2013).

1.2.4 Propolisin Terapotik Kullanimi

Halk arasinda yaralarin iyilestirilmesi amaciyla ekzema, dermatit ve ikinci derece yaniklar
gibi dermatolojik problemlerde geleneksel propolis kullanimi giiniimiizde de devam
etmektedir (Burdock 1998).

Propolisten hazirlanan krem, merhem, jel gibi topikal formlari olmak fiizere gesitli
formiilasyonlarmin enfeksiyoz olgulara uygulanmasiyla iyilesme siirecini hizlandirdigi,
agriy1 azalttigi, klinik ve mikrobiyolojik iyilesmeler sagladigi, bazi olgularda ise rutinde
kullanimi olan etkinligi bilinen kematerapdtiklerden daha etkin bulundugu veya sinerjistik
etki gostererek etkinliklerini arttirdig1 yayimlanmis ¢ok sayida makalede gosterilmistir. Bu
aragtirmalara dayanarak, propolisin veteriner hekimlikte ve insanlardaki enfeksiyoz

olgularda kullanim1 siklikla tercih edilmektedir (Marcucci 1995).

Propolis antiseptik, antiinflamatuvar ve anestezik etkileri ile iliskili olarak dis hekimliginde
siklikla kullanilmaktadir. Propolisin etanolik ekstresinin dis macunu ve agiz yikama
suyuna karigtirilmasi antiseptik 6zelligini arttirmakta, plak olusumunu inhibe etmekte, dis

ciiriiklerinin gelisimini engellemektedir (De Castro 2001).
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2. AMAC

Damar diiz kasinda bulunan endotel tabakasi vaskiiler homeostazin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu tabakadan salinan NO ve PGI; gibi lokal ajanlar damarda
vazodilatasyona neden olmaktadir (Andor ve Tomescu 2005). Kronik stres ve depresyonda
HPA ekseninin asir1 uyarilmasi sonucu artan kortikosteron diizeyleri damar endotel
yapisinda degisikliklere yol agmakta, reaktif oksjen liriinlerinin asir1 iiretilmesine neden
olmakta, NO biyoyararlanimin1 azaltmakta ve boylece damar diiz kas hiicrelerinin gevseme

yetenegini bozmaktadir (luchi ve dig. 2003, Neves ve dig. 2012).

Kronik oOngorillemeyen hafif stres hayvan modelinde stresin vaskiiler reaktiviteyi
degistirdigini gosteren pek c¢ok calisma vardir. En az 4 haftalik stres prosediiriiniin
hayvanlara uygulanmasinin kardiyovaskiiler —parametrelerde kliniktekine benzer
degisikliklere yol agtig1, kronik stresin kardiyovaskiiler sistemdeki etkilerinin arastirilmasi
amaciyla kullanilabilecek giivenilir ve valide edilmis bir metot oldugu ortaya konmustur

(d’ Audiffret ve dig. 2010, Isingrini ve dig. 2011; Neves ve dig. 2009).

Propolisin antihipertansif etkisi spontan hipertansif siganlarda kan basinci diisiirlicii ve
vazodilator etkilerinin oldugunu gosteren caligmalar oldugu gibi, izole arter preparatlarinda
in vitro uygulanmasinin yol agtigi vazorelaksasyonun mekanizmasinin arastirildig
caligmalar da bulunmaktadir (Kubota ve dig. 2004, Maruyama ve dig. 2009, Massaro ve
dig. 2013).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, yapilan literatiir aragtirmalarina gore 6zgiin olan bu ¢aligmada;
propolisin kronik ongoriilemeyen hafif strese maruz kalan siganlarda depresyon-benzeri
davraniglardan caresizlik davranisina etkisini; kronik stres biyo-belirteci olan serum
kortikosteron diizeyi degisikliklerini; izole torasik aorta diiz kasinin endotel-bagimli ve
endotel-bagimsiz gevseme yanitlarini ve bu yanitlardaki degisikliklerin mekanizmalarini;
endotele bagimli yanitlara vaskiiler eNOS diizeyinin katkisini; streste arttigi bilinen sitokin

diizeylerine propolisin etkilerini arastirmak amaglandi.
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3. YONTEM

3.1 Deney Hayvanlari

Calismamizda, agirliklar1 250-350 g arasinda degisen Kocaeli Universitesi Deneysel Tip
ve Arastirma Birimi hayvan laboratuvarinda iiretilen Wistar albino tiirii 32 adet yetiskin
(>2.5 aylik) erkek sican kullanildi.

Sicanlar, 22+2 °C oda sicaklifinda ve nemi %350-65 olan, 12 saat aydinlik/karanlik
dongiisii saat 07:00’da baslayan penceresiz odalarda, deneyden iki hafta once kafeslere
yerlestirilerek muhafaza edildi. Aydinlik/karanlik dongiisii sadece kronik ongériilemeyen
hafif stres uygulamasinda, strese maruz birakilan deney gruplarinda deney prosediiriine

uygun olarak degistirildi. Deney siiresince hicbir sigana yem ve su kisitlamasi yapilmadi.

Calismamiz, Kocaeli Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun 18.10.2018 tarih
ve KOU HADYEK 1/7-2018 numaral1 onay1 aliarak yapildi (EK 1.).

Davranis ve izole organ deneyleri, Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Birimi’nde yapildi. Biyokimyasal ve molekiiler analizler ise Kocaeli

Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde yapildi.

Calismamizdaki hayvan deneylerinin tiimiinde etik kurallara riayet edildi.

3.2 Deney Gruplarinin Belirlenmesi

Arastirmamizda kullanilan deney hayvanlari 4 gruba ayrildi:

Grup 1: Kontrol Grubu (n=8): Deney siiresince stres prosediirii ve propolis uygulamasi

yaptlmamis saglikl siganlardan olusturuldu.

Grup 2: Stres Grubu (n=8): 35 giin boyunca her giin ongériilemeyen sekilde farkli

stresorlere maruz birakilarak depresyon modeli gelistirilmis siganlardan olusturuldu.

Grup 3: Kontrol + Propolis Grubu (n=8): Higbir stres prosediirii uygulanmamis ve 35
giin boyunca 100 mg/kg dozunda propolisin suda ¢oziinmiis ekstresinin uygulandigi

siganlardan olusturuldu.

Grup 4: Stres + Propolis Grubu (n=8): 35 giin boyunca her giin 6ngériilemeyen sekilde
farkli stresorlere maruz birakilarak depresyon modeli gelistirilmis ve 100 mg/kg dozunda

propolisin suda ¢6ziinmiis ekstresinin uygulandigi siganlardan olusturuldu.
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3.3 Deneyde Kullanilan Cézeltiler ve ilaglar

Taze Tiirk propolisinin suda ¢oziinmiis ekstresi Aksu Vital Firmasi tarafindan 10 mg/mL
konsantrasyonunda hazirlandi. Ekstrenin konsantrasyonu ve igerigi Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (GC-MS, Agilent 7890A, 5975 MS; kolon: HP-5 (30m*0.25

mm;0.25 um kalinlik); Tastyic1 gaz: Helyum) ile analize edildi.

Izole organ deneylerinde Krebs ¢ozeltisi (mM olarak igerik: NaCl 118, KCI 4.71, MgCl,
1.05, NaH,PO, 1.33, NaHCO;3 25, CaCl, 2.7, glukoz 5.6) ve NaCl’nin ekimolar miktarda
KCI ile yerdegistirilmesi sonucu elde edilen yiiksek K" igerikli 80 mM KCI ¢ozeltisi

kullanildi. Cozeltiler deney giiniinde taze olarak hazirlandu.

Deneylerde kullanilan ilaglar:fenilefrin hidrokloriir (Sigma), karbamilkolin kloriir (Sigma),
sodyum nitroprussiyat dihidrat (Sigma), papaverin hidrokloriir (Sigma), indometasin
(Sigma) ve N,-Nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) hidrokloriir (Sigma) diir.

Indometasin hari¢ tiim ilaglar distile su iginde ¢oziiliip gerekli seyreltmeler yapilmak
suretiyle giinliik olarak hazirlandi ve deney boyunca sogukta muhafaza edildi. indometasin
stok ¢ozeltisi etil alkolde ¢oziilerek seyreltmeleri distile su ile yapildi. Stok ¢ozelti dokuya

dogrudan verilmedi, distile su ile seyreltildikten sonra dokuyu inkiibe etmek i¢in kullanildi.

3.4 Deneyin Uygulanmasi

35 giin boyunca stres ve strestpropolis gruplarina kronik Ongoriilemeyen hafif stres
prosediirii, kontrol+propolis ve stres+propolis gruplarina propolis uygulamas: yapildi.
Kontrol grubu deney siiresince higbir stres prosediiriine veya propolis uygulamasina maruz

birakilmadi.

Tiim deneyler sabah 09:00-12:00 saatleri arasinda standardize edilmis laboratuvar kosullari
altinda yapildi. Deneyin yapildigi ortamin, deney hayvanlarinin etkilenebilecegi dis

etkenler en aza indirilerek deney esnasinda sessiz olmasi saglandi.

3.4.1 Propolisin Uygulanmasi

Kontrol+propolis ve strestpropolis gruplarina, propolisinin suda ¢oziinmiis ekstresi 100
mg/kg dozunda (0,1 mL/10 g viicut agirhg) oral yoldan (gavaj) 35 giin boyunca

uygulandi. Kontrol ve stres gruplarina herhangi bir ilag uygulamasi yapilmadi.
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3.4.2 Davrams Deneyleri

3.4.2.1 Kronik dngdriilemeyen hafif stres prosediiriiniin uygulanmasi

Insan depresif bozukluklarinin modellenmesinde oldukga faydali ve giivenilir bir deneysel
metod olan kronik dngériilemeyen hafif stres prosediiriiniin deney hayvanlarinda kullanimi
olduk¢a yaygindir. Calismamizda Paul Willner (Willner ve dig. 1992) tarafindan
tanimlanan ve daha onceki ¢alismalarda (Bayramgurler ve dig. 2013, Sahin ve dig. 2017)
kullanilan stres prosediirii kullanilarak, stres ve stres+propolis gruplarina asagida listelenen

farkli stresorler belirtilen stirelerde uygulands;
o 24 saat kafesleri 45° egik birakma
o 24 saat kafes zeminindeki talaslari 1slak birakma
o 4°C soguk suda 5 dakika ylizdiirme
o 45°C sicak suda 5 dakika ylizdiirme
« 10 dakika kafes sallama
o 48 saat stresli bagka bir hayvanla birlikte birakma
o 1 dakika siiresince kuyruktan asma
o 24 saat karanlik/aydinlik siklusunu degistirme

Bu stresorler 35 giin boyunca, her bir stresor her hayvana toplamda 6-7 kez olacak sekilde
uygulandi ve her hayvan her giin bir stresore mutlaka maruz birakildi. Deney hayvanlarinin
stresOrlere alismasini engellemek icin stresorler rastgele uygulandi ve ayni stresore tist tiste
maruz birakilmadi. Stresorlerin siras1 deney hayvanlarinin dngoremeyecegi sekilde

ayarlandi.

3.4.2.2 Zorunlu yiizme testi

Porsolt’un zorunlu ylizme testi olarak bilinen bu test, stres prosediirii sonunda gelisen

depresyon-benzeri davranislar1 degerlendirmek amaciyla hayvanlara uygulandi.

Testin esas1, 22+1 °C sicakliginda ¢esme suyuyla doldurulan 47 cm yiikseklik ve 38 cm
caplt bir silindir tank igerisine yavasga birakilan siganlarin, hareketsiz kalincaya kadar
gecen siire ve hareketsiz kaldiklar1 siirenin gozlemine ve Olgiilmesine dayanmaktadir.

Zorunlu yiizme testi, ardisik iki giin uygulanmak iizere iki asamada gerceklestirilir. Ik
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asamada deney hayvanlarin ortama aligmasi ve ylizmeyi 0grenmesi saglanirken, ikinci

asamada test gergeklestirilir.

Her bir sigan, belirtilen kriterlerde su dolu bir silindir tank igerisinde ilk giin 15 dk boyunca
yiizdiiriildii. 24 saat sonra test asamasina gegilerek, su ile dolu silindir tanka si¢anlar yine
yavasca birakildi ve 5 dk boyunca hareketsiz kaldiklar siire kaydedildi. Teste tabi tutulan
her hayvandan sonra silindir tanktaki su degistirildi. Testin sonunda hayvanlarin iyice

kurudugundan emin olunduktan sonra kendi kafeslerine alindu.

Sicanlarda immobilite, baglarin1 suyun lizerinde tutacak kadar az hareket etme disinda
hareketsiz kalma davranisidir. Deney hayvani kacamayacagi, istemedigi bir duruma maruz
birakildiginda davranigsal umutsuzluk olarak yorumlanan immobilite hali indiiklenir, bu
immobilite teslimiyetin belirtisi olarak kabul edilir ve ayni1 zamanda olusturulan depresif
durumun direkt bir belirtisidir. Kaydedilen hareketsiz kalincaya kadar gecen siire ve
hareketsiz kalma siiresi depresyon benzeri davranislar igin Ol¢iit kabul edilmektedir
(Porsolt ve dig. 1977).

Bu testin sonucunda hayvanlarin depresyon-benzeri durumda olduklarinda indiiklenen
immobilite siirelerinde artma meydana gelecegi ve kronik propolis uygulamasiyla bu

stirenin azalacagi ongoriild.

3.4.3 izole Organ Banyosu Deneyleri

Davranis  deneylerinin ardindan  kontrol, kontrol+propolis, stres, stres+propolis
gruplarindaki sicanlar ketamin/ksilazin anestezisi verilerek sakrifiye edildi. izole organ
deneyleri ve biyokimyasal analizler yapilmak iizere kan ve torasik aorta 6rnekleri toplandi.
Izole organ deneyleri igin izole edilen torasik aorta dokulari igerigi yukarida belirtilmis
olan Krebs ¢ozeltisi igerisine alindi. Torasik aorta dokulari ¢evrelendikleri bag dokusundan
temizlenerek, yaklagik 3-5 mm uzunlugunda halkalar halinde dikkatlice dissekte edildi.
Torasik aorta preparatlari, izometrik olgtimler igin Krebs ¢ozeltisi iceren 20 ml’lik izole
organ banyolarina yerlestirildi. Organ banyolarinin sicakhiginin 37 °C’de ve pH’sinin
7.4’de siirdiiriilmesi saglandi ve %95 0,-%5 CO, karbojen ile gazlandirildi. Torasik aorta
preparatlarinin, ongerimi 1 gram olmasi saglandi ve 15 dakikalik periyotlarla organ
banyolarinin ¢ozeltisi  degistirilerek 60 dakika boyunca dengelenmeye birakildi.
Dengelenme siiresi olan bu 60 dakikalik siire igerisinde 1 gram’a ayarlanmis Ongerime,

deney siiresince tekrar miidahele edilmedi.
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Her aortik halkada meydana gelen izometrik gerim degisikliklerinin 6l¢timii, veri analizi
yapabilen bir yazilim (BSL Pro 3.7, Biopac System Inc, Santa Barbara, CA, USA) igeren
¢evrimigi olarak kaydeden dort kanalli bilgisayarli farmakolojik veri toplama sistemi
(MP30B-CE; Biopac System Inc, Santa Barbara, CA, USA) ile baglantil1 izometrik force
transducerlar (MAY-COM FDT 10A; Commat lletisim) kullanilarak gergeklestirildi.

Dengelenme siiresi sonunda torasik aorta preparatlarinin canliligin teyit etmek ve kasilma

yanitlarinin degerlendirilmesinde kullanilmak maksadiyla KC1 uygulamasi yapildi.

3.4.3.1 KCl ile indiiklenmis kasilma yanitlari

Torasik aorta preparatlarina, 80 mM KCI 5 dakika siireyle uygulandi. Aortik preparatlarin
kasilma yanitlar1 alinip ¢alistiklar anlasildiktan sonra, iki defa Krebs ¢ozeltisi ile yikandi.
Dokularin geriminin ongerim diizeyine donmesi ve dengeye ulasmasi i¢in yaklasik 30

dakika beklendi. Elde edilen kasilma yanitlari miligram olarak kaydedildi.

3.4.3.2 Karbakol, SNP ve papaverin ile indiiklenmis gevseme yanitlari

3x10°-10° M fenilefrin ile indiiklenen kasilma dengeye eriserek plato yaptiktan sonra,
karbakol (108-10° M) ve SNP (10%-10* M) aortik preparatlarin bulundugu organ
banyolaria kiimiilatif eklenerek gevseme yanitlari alindi. Kiimiilatif karbakol yanitinin
ardindan tek konsantrasyonda papaverin (10* M) uygulandi. Organ banyosundaki

agonistin konsantrasyonu, 6nceki konsantrasyon bir platoya ulastiginda arttirildi.

Konsantrasyon-yanit egrisi olusturulduktan sonra organ banyosundaki aortik preparatlar

Krebs ¢ozeltisi ile yikanarak 6ngerim diizeyine donmesi i¢in 30 dakika beklendi.

Elde edilen gevseme yanitlari, fenilefrin kasilma yanitlarina gore yiizde olarak kaydedildi.

3.4.4 in vitro Inkiibasyon Deneyleri
in vitro inkiibasyon deneyleri iki alt grupta yapilds;

Propolisin vazorelaksan etki mekanizmasinda NO ve PGI,’ in rollerinin arastirilmasi
amaciyla kontrol grubu sicanlardan izole edilen torasik aorta preparatlari L-NAME (10™
M) ve indometasin (10° M) ile 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 0,001-3 mg/mL

konsantrasyon araliginda kiimiilatif propolis konsantrasyon-yanit egrisi alindi.

Diger deney setinde izole edilen torasik aorta preparatlart 0,3 mg/mL konsantrasyonda
propolis ile 50 dakika inkiibe edildi. Ardindan kiimiilatif fenilefrin konsantrasyon-yanit

egrileri elde edildi.
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3.4.5 Biyokimyasal ve Molekiiler Analizler

Davranig deneylerinin tamamlanmasini takiben toplanan kan ve torasik aorta ornekleri

biyokimyasal ve molekiiler analizler yapilana kadar -80 °C’de sakland.

3.4.5.1 Vaskiiler gen ekspresyon analizi

Gen ekspresyon analizi i¢in once hiicrelerden RNA izolasyonu, RNA dizisinden cDNA
sentezi ve sonrasinda Real-Time PCR gergeklestirildi. RNA izolasyonu i¢in GeneJET
RNA Purification kiti (Thermo Scientific, Dreieich, Almanya) kullanildi. Kit protokoliinde
belirtildigi gibi 6rneklere liziz tamponu eklenerek hiicreler doner bigakli homojenizator
(Ultra Turrax, Brinkmann Instruments Inc., CA, ABD) ile azami hizda 10 s boyunca
pargalandi. Proteinaz K eklendikten sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Santrifiij
ile ¢éziinmeyen pargalar 12000g kuvvette 5 dk siire igerisinde ¢oktiiriildii. Sivi kisim
alarak saf etanol ile (3:1) kanstirildiktan sonra sivi dogrudan saflastirma kolonuna
eklendi. RNA ornekleri filtrede immobilize edilmisken kitin yikama tampon ¢ozeltileriyle
yikandi. Sonra temizlenen RNA fragmanlarinin kolondan ¢dziinmesi i¢in kolona 30 pL
eliisyon ¢ozeltisi (10 mM Tris-HCI tamponu, pH 7.5) eklenerek RNA si1vi faza aktarildi.
Santrifiij (13000g, 2 dakika) ile sivi kolondan ayristirilarak RNA ¢ozeltisi elde edildi.
Orneklerin saflign ve miktar1 Picodrop cihaziyla (Picodrop, Hinxton, ingiltere) 6lciildii.

Tiim 6rneklerde safligin istenilen 1.8-2.0 araliginda oldugu belirlendi.

cDNA sentezi i¢in Maxima H Minus First Strand cDNA sentez kiti (Thermo
Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanild1 ve kit iiretici firmasinin belirttigi protokol
uygulandi. Uretici firmanin protokoliine uyularak 2 ug RNA 6rnegi, oligo-dT primerleri (5
uM), RNase inhibitorii ve reverse transkriptaz enziminin (50 mU/ pL) yardimiyla cDNA
sentezi termal dondiirlicii cihaz (Takara, Tokyo, Japonya) yardimiyla gerceklestirildi.
Denatiirasyon ve priming islemi i¢in karisim 25°C, 5 dk; reaksiyon i¢in 46°C, 20 dk; ve
inaktivasyon i¢in 95°C, 1 dk tutularak cDNA sentezi gerceklestirildi.

Gen ekspresyon analizi i¢cin Bright Green 2x qPCR master (Abcam, Cambridge,
MA, ABD) ¢ozeltisi kullanildi. Gen ekspresyon analiz yontemi olarak SYBR floresan boya
temelli bir 6l¢lim yaklasimi tercih edildi. Sentezlenen cDNA 6rnekleri (100 ng/reaksiyon)
genlere Ozel primerlerle (30 nM, Cizelge 3.1) birlikte master karisimi igerisinde Real Time
PCR cihazinda (LightCycler480-1I, Roche, Rotkreuz, Isvigre) ¢ogaltildi. Cogalan her gift
zincirli banda baglanan SYBR boyasinin artmasiyla 1s1ma artarak bantlarin ¢ogalmasi

Olciildii. ActB geni referans geni olarak c¢alismada kullanildi. Cihaz okumasindan ve Cp
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degerinin cihaz tarafindan belirlenmesinden sonra AACp degeri referans genine gore
normalize edilerek ve kontrol grubuna gore hesaplandi. Degerler aksi bir durum

belirtilmemisse kontrol grubuna gore kat artis ya da kat azalis degerlerinde ifade edildi.

Cizelge 3.1. Gen ve primer dizileri

Gen Primer Dizisi (5’-3°)
TCGTAGCAAACCACCAAGCA
TNFa CCCTTGAAGAGAACCTGGGAGTA
AGGCTTCCTTGTGCAAGTGT
IL-1B TGAGTGACACTGCCTTCCTG
eNOS GACCAGAAACTGTCTCACCTG
CGAACATCGAACGTCTCAC

3.4.5.2 Serum kortikosteron diizeylerinin analizi

Stres belirteci olan kortikosteron miktari toplanan kan orneklerinde ELISA metodu
kullanilarak analiz edildi. Kortikosteron protein miktar tayini i¢in Santrifiij ile kanin serum
kismi1 ayrildiktan sonra, sandvig¢ yaklasimi temelli ELISA kiti (Shanghai SunRed Biotech)
kullanilarak iiretici firmanin onerdigi protokole gore gergeklestirildi. Ozetle, 40 pL &rnek
ve 10 uL antikor deney s1visi igerisine eklenerek 37°C’de, 60 dk inkiibe edildi. Yikama ve
kromojen ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi ve asidik ¢ozelti
eklenerek reaksiyon durduruldu. Olusan renk degisiminin dl¢iilmesi i¢in 6rnekler 450 nm
dalga boyunda sogurmasi spektrofotometrede (SpectraMax Microplate Reader, Moleculer
Devices, Downingtown, PA, USA) belirlendi. Sonuglarin normalizasyonu i¢in toplam

protein miktar1 BCA yontemiyle 6lgiildii.

Toplam protein dl¢liimii icin BCA yontemi kullanildi. %1 BCA ¢ozeltisi (Sigma) ve %4
bakir siilfat (Sigma) ¢6zeltisi 50:1 oraninda 6nceden karistirilarak yesil renkli ¢ozelti elde
edildi. 20 pL 6rnek ve 200 uL BCA ¢ozeltisi 96-kuyucuklu platelerde 37°C 30 dk inkiibe
edildi. Protein varliginda mor renge doniisen sivinin 562 nm dalga boyunda sofurmasi
VIS-spektrofotometresi (VersaMax, Molecular Devices, ABD) kullanilarak belirlendi.
Olgiimlerde BSA ¢ozeltisi (0.5 pg/mL - 3.0 ug/mL) standart olarak kullanild.
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3.4.6 Deney Sonuclarmn Istatistiksel Analizi

Deneylerden elde edilen tiim sonuglar, aritmetik ortalamatstandart hata (meantSEM)

olarak verildi.

Karbakol, SNP ve papaverin agonistleriyle elde edilen gevseme yanitlari, fenilefrin
kasilma yanitlarinin yiizdesi olarak hesaplandi. Her bir deneyin konsantrasyon-yanit
egrilerinden agonist ilaglarin olusturduklart maksimum yanitin %50’ sini olusturmak igin
gerekli konsantrasyonlar1 (ECsp) ve maksimum etkileri (Emas) €lde edildi. Agonistin

duyarlilig1 pD; (-log ECs) olarak ifade edildi.

Davranis ve izole organ deneylerinde, biyokimyasal ve molekiiler analizlerde elde edilen
sonuclarin ve ECsp ve pD, degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi tek yonlii varyans
analizi olarak bilinen one way-ANOVA ile post-hoc Tukey ¢oklu karsilastirma testleri
kullanilarak yapildi. In vitro inkiibasyon deneylerinin sonuglar1 Student’s t-testi

kullanilarak degerlendirildi.

Origin® ve GraphPad® programlar1 kullamlarak deneyler sonucunda elde edilen verilerin

istatiksel analizi gergeklestirilerek grafikleri ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1 Propolis Ekstresinin GC-MS Analizi Sonuglari

Propolisin sudaki ekstresi 10 mg/mL propolis icerecek sekilde Aksu Vital Dogal Uriinler
A.S. tarafindan deneylere baslanmadan once taze bir sekilde hazirlandi. Ekstrenin igerigi
GC-MS metodu ile analiz edildi. Propolis sulu ekstresinin igeriginde tanimlanan bilesenler
ve bilesenlerin bulunma yiizdeleri Cizelge 4.1’de ve GC-MS analizinin sonuglart Cizim

4.1°de verildi.

Cizelge 4.1 : Propolis ekstresinin GC-MS analizi sonuglarina gore i¢erigindeki bilesenler

Bilesen (Fenolik asit-flavonoid) Yiizde %
Pinocembrin 19.30+5
Chrysin 10.97+5
Tectochyrsin 9.51+5
Alpha bisabolol 5.77+5
Pinostrobin chalcone 3.75+5
Galangin 1.12+5
Diger safsizliklar 49.5845
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Cizim 4.1. Propolis ekstresinin GC-MS analizi sonuglari
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4.2 Zorunlu Yiizme Testi

Zorunlu yiizme testinde, ¢aresizlik davranigin1 6lgmek amaciyla tiim gruplarda (n=8, her
grup i¢in) immobilite siiresi Ol¢iildii. Kronik onglirlilemeyen stres uygulanan grupta
immobilite siiresi anlamli derecede artti (p<0.0001). Bu artis strese maruziyet sirasinda
propolis uygulanan grupta stres grubuna gore anlamli diizeyde azaldi (p<0.001), kontrol
degerlerine geri dondii. Strese maruziyet sonrast immobil kalma siiresinde artis olarak

gorlilen caresizlik davranisin1 propolis uygulamasmin diizeltebilecegi gosterildi (Cizim
4.2.).

701

505 *k k%

5019

404 HHt#H

3019

209

immobilite Siiresi (sn)

1049

0 T T

Kontrol Kontrol+Propolis Stres Stres+Propolis

Cizim 4.2. Zorunlu ylizme testinde immobilite siireleri
****p<0.0001 (Kontrol grubuna gore)
###p<0.001 (Stres grubuna gore)
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4.3 izole Torasik Aorta Preparatimin Yanitlari

4.3.1 Kasilma yanitlari

80 mM KCl ile elde edilen kasilma yanitlarinda, stres, stres+propolis ve kontrol+propolis

gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik olmadigi saptandi (Cizim 4.3.).

H Kontrd (=8)
B Kontrol+Propois (n=8)
[ Stres (9
12+ '
Il Stres+Propalis (n=8)
10
—~08-
S
©
9 Q6 -
®©
£
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N
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KCI (80 mM)

Cizim 4.3. Izole torasik aorta preparatinin 80 mM KCl ile elde edilen kasilma yanitlart
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4.3.2 Gevseme yanitlar:

4.3.2.1 Karbakol gevseme yamtlari

Izole torasik aorta preparatlar 3x10°-10° M fenilefrin ile kasildiktan sonra kasilmanin
dengeye ulasmasi beklendi. Daha sonra kiimiilatif konsantrasyonda karbakol (10‘8-10'5 M)
uygulanarak konsantrasyona bagimli gevseme yanitlari alindi. Karbakol ile maksimum
yamtin elde edilmesini takiben papaverin (10 M) gevseme yanitlart elde edildi (kontrol
100.28+0.44;  kontrol+propolis  101.87+0.79; stres  99.93+0.49;  stres+propolis
100.61+0.73). Kronik strese maruz kalan sigan torasik aorta preparatlarinda karbakol
gevseme yanitlarinin ve Epas Ve pD2 degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaldig1 (*** p<0.001), strese maruziyet sirasinda propolis alan siganlarin dokusunda ise
bu yanitlarin ve Epas Ve pD, degerlerinin stres grubuna gore anlamli olarak artip (###

p<0.001), kontrol degerlerine dondiigii goriildii (Cizim 4.4., Cizelge 4.2.).
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10® 10° 10° 10°
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Cizim 4.4. 3x10°-10" M fenilefrin ile kasilmis izole torasik aorta preparatlarinda
kiimiilatif karbakol konsantrasyon-yanit egrileri

**% p<0.001 (Kontrol grubuna gore)
### p<0.001 (Stres grubuna gore)
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4.3.2.2 SNP gevseme yanitlari

izole torasik aorta preparatlar1 3x10°-10° M fenilefrin ile kasildiktan sonra kasilmanin
dengeye ulasmasi beklendi. Daha sonra kiimiilatif konsantrasyonda SNP (10'8-10‘4 M)
uygulanarak konsantrasyona bagimli gevseme yanitlart alindi. Gruplar arasinda SNP
yanitlart ve Epas V€ pD2 degerleri bakimindan anlamli bir fark saptanmadi (Cizim 4.5.,

Cizelge 4.2.).
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Cizim 4.5. 3x10°-10° M fenilefrin ile kasilmus izole torasik aorta preparatlarinda
kiimtilatif SNP konsantrasyon-yanit egrileri
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Cizelge 4.2. Izole torasik aorta preparatinda karbakol (%fenilefrin), SNP (%fenilefrin),
papaverin (%fenilefrin) ve 80mM KCI (g) igin Emaks degerleri; Karbakol ve SNP i¢in pD;

degerleri
Kontrol Kontro!+ Stres StressT
(n=8) Propolis (n=8) Propolis
B (n=8) - (n=8)
Karbakol
Emax 64.96+3.03  65.72+4.26 20.26+4.317" 57.03+1.72%*
(%fenilefrin)
pD; 6.6640.11 6724009  6+0.14™ 6.58:0.14"
(-logECsp)
SNP
Er.”ax ) 08.9+1.32 09.58+0.89 99.94+0.39 98.63+0.98
(Y%fenilefrin)
PD2 6.42+0.09 6.18+0.09 6.36+0.05 6.30+0.06
(-logECsp)
KCI
Emax (9) 0.945+0.06 0.96+0.058 0.936+0.08 0.94+0.06
Papaverin
Emax 100.28+0.44 101.87+0.79  99.93+0.49 100.61+0.73

(Y%fenilefrin)
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4.3.3 in vitro Inkiibasyon Deneyleri

4.3.3.1 L-NAME ile inkiibasyonun kiimiilatif propolis gevseme yamitlarina etkileri

Endoteli saglam torasik aorta preparatlari 3x10°-10° M fenilefrin ile kasildiktan sonra
kiimilatif propolis (0.001-3 mg/mL) uygulanarak konsantrasyona bagimli gevseme
yanitlart alindi. eNOS inhibitérii olan L-NAME (10 M) ile 30 dakika inkiibasyonun
ardindan 0.3 mg/mL’lik konsantrasyondaki propolis yanitindan itibaren gevseme

yanitlarinin anlamli olarak azaldig1 gosterildi (p<0.05) (Cizim 4.6.).
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Cizim 4.6. 3x10°-10" M fenilefrin ile kasilms izole torasik aorta preparatlarinda
kiimiilatif propolis konsantrasyon-yanit egrilerine L-NAME ile inkiibasyonun etkisi

* p<0.05 (Kontrol grubuna gore)
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4.3.3.2 indometasin ile inkiibasyonun kiimiilatif propolis gevseme yanitlarina etkileri

Endoteli saglam torasik aorta preparatlar 3x10°-10° M fenilefrin ile kasildiktan sonra
kiimiilatif propolis (0.001-3 mg/mL) uygulanarak konsantrasyona bagimli gevseme
yanitlart alindi. Siklooksijenaz enzim inhibitorii olan indometasin (10 M) ile 30 dakika
inkiibasyonun ardindan 0.3 mg/mL’lik konsantrasyondaki propolis yanitindan itibaren

gevseme yanitlarinin anlamli olarak azaldigi gosterildi (p<0.05) (Cizim 4.7.).
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Cizim 4.7. 3x10°-10" M fenilefrin ile kasilms izole torasik aorta preparatlarinda
kiimiilatif propolis konsantrasyon-yanit egrilerine indometasin ile inkiibasyonun etkisi

* p<0.05 (Kontrol grubuna gore)
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4.3.3.3 Propolis ile inkiibasyon sonrasi kiimiilatif fenilefrin yanitlar

Endoteli saglam torasik aorta preparatlar1 0,3 mg/mL konsantrasyonda propolis ile inkiibe
edildikten sonra kiimiilatif fenilefrin (10°-10* M) konsantrasyon-yanit egrileri kontrol

grubundaki kasilma degerlerine gére anlamli olarak baskilandi (p<0.05) (Cizim 4.8.).
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Cizim 4.8. Propolis ile inkiibasyonun kiimiilatif fenilefrin konsantrasyon-yanit egrilerine
etkisi

*p<0.05 (kontrol grubuna gore)
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4.4 Biyokimyasal ve Molekiiler Bulgular

Davranig deneylerinin ardindan sakrifiye edilen siganlardan (n=6, her grup i¢in) toplanan

kan ve torasik aorta 6rneklerinde biyokimyasal ve molekiiler analizler yapildi.

4.4.1 Serum kortikosteron diizeyleri

ELISA metodu ile olgiilen serum kortikosteron diizeyleri degerlendirildiginde, stres
grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis saptandi (p<0.0001). Stres prosediirii
uygulamasi sirasinda propolis tedavisi alan si¢anlarda bu artis anlamli olarak azaldi

(p<0.0001), kontrollerine geri dondii (Cizim 4.9).
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Cizim 4.9. Serum kortikosteron diizeyleri
**** p<0.0001 (Kontrol grubuna gore)
#### p<0.0001 (Stres grubuna gore)
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4.4.2 izole torasik aorta preparatinda TNFa diizeyleri

35 glinliik stres prosediiriiniin ardindan izole edilen torasik aorta preparatinda TNFa diizeyi
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu (****p<0.0001), stres+propolis
grubunda bu artis anlamli diizeyde diistii (##p<0.01), Kontrol degerleriyle anlamli fark
bulunmadi (Cizim 4.10.).
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Cizim 4.10. Torasik aorta TNFa diizeyleri
*H%* p<0.0001 (Kontrol grubuna gore)
## p<0.01 (Stres grubuna gore)

39



4.4.3 izole torasik aorta preparatinda IL-1p diizeyleri

35 glinliik stres prosediiriiniin ardindan izole edilen torasik aorta preparatinda IL-1p diizeyi
kontrol grubuna gére anlamli diizeyde yiiksek bulundu (*p<0.05), stres+propolis grubunda
bu artis anlamh diizeyde diistii (#p<0.05), kontrol degerleriyle anlamli fark bulunmadi
(Cizim 4.11.).
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Cizim 4.11. Torasik aorta IL-1p diizeyleri
* p<0.05 (Kontrol grubuna gore)
# p<0.05 (Stres grubuna gore)

40



4.4.4 zole torasik aorta preparatinda eNOS diizeyleri

35 glinliik stres prosediiriiniin ardindan izole edilen torasik aorta preparatinda eNOS diizeyi
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulundu (*p<0.05), stress+propolis grubunda
bu diisiis anlamli diizeyde yiikseldi (###p<0.001), kontrol degerleriyle anlamli fark
bulunmadi (Cizim 4.12).

#HH#H#

*
T

Kontrol Kontrol+Propolis Stres Stres+Propolis

eNOS Gen Ekspresyonu (ActB)
S

Cizim 4.12. Torasik aorta eNOS diizeyleri
* p<0.05 (Kontrol grubuna gore)
### p<0.001 (Stres grubuna gore)
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5. TARTISMA

Psikolojik stresin kardiyovaskiiler hastaliklarin gelismesinde 6nemli diizeyde katkisinin
oldugunu gosteren pekgok c¢alisma bulunmaktadir (Black ve Garbutt 2002). Depresyonun
koroner kalp hastaligi, miyokard infarktiisii ve inme gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelismesinde bagimsiz bir vaskiiler risk faktorii olarak diistiniilebilecegi ortaya konmustur
(Grippo 2009, Plante 2005). Depresyon sirasinda otonomik ve hormonal homeostazis
olumsuz etkilenmekte, bunun sonucu olarak metabolik anormallikler, inflamasyon,
trombosit agregasyonunda artis, ateroskleroz ve damar endotelinde disfonksiyon
gelismektedir (Isingrini ve dig. 2009, Verma ve Anderson 2002). Bu g¢alismada kronik
ongoriilemeyen hafif stres prosediirii uygulanarak depresyon modeli olusturulan siganlarda
kronik propolis uygulamasinin bozulan vaskiiler yanitlar {izerindeki etkileri arastirilmas,
strese maruziyet sirasinda bozulan relaksan ve kontraktil vaskiiler yanitlarin propolis
uygulamasinin ardindan kontrol degerlerine geri dondiigii gosterilmistir. Ek olarak stres
grubunda vaskiiler dokuda saptanan eNOS ekspresyonu diizeyinde diisiis ve TNFa ve IL-
1B ekspresyonu diizeylerinde artis propolis uygulanmasinin ardindan kontrol degerlerine

geri donmiistiir.

Caligmamizda kullanilan kronik 6ngoriilemeyen hafif stres modeli sicanlarda anhedoni ve
caresizlik davraniglar1 gibi depresyon-benzeri davraniglara yol agarak insandaki klinik
depresyon tablosuna benzer bir tablo olusturan hassas ve giivenilir bir metottur (Willner
1997). Ayrica kronik Ongoriillemeyen hafif stres modelinin depresyondaki hastalarda
gozlenen vaskiiler reaktivitedeki degisiklikleri taklit ettigi sigan ve farede yapilan

caligmalarla valide edilmistir (d’ Audiffret ve dig. 2010, Isingrini ve dig. 2011).

Calisgmamizda oncelikle strese maruziyet ve propolis uygulamasinin klinik depresyon
tablosundaki temel belirtilerden biri olan ¢aresizlik davramisina etkisi arastirilmigtir
(Willner ve Jones 1996). Siganlara kronik 6ngériilemeyen hafif stres uygulamasi sirasinda
propolisin 100 mg/kg dozunda 35 giin boyunca uygulanmasi sonrasinda ¢aresizlik
davranig1 zorunlu yiizme testi ile Ol¢lilmiig, propolisin bu testteki davranisi diizelterek
normal degerlerine dondiirdiigii tespit edilmistir. Ayrica Onceki calismalarda stres
protokoliiniin ardindan stres grubundaki hayvanlarda kandaki diizeyinin arttig1 gosterilen
kortikosteron seviyesinin de ¢alismamizda stres grubunda yiikseldigi, propolis
uygulamasinin ardindan ise anlamli diizeyde diistiigii bulunmustur (Neves ve dig. 2009,

Willner 2017). Propolisin antidepresan etkisinin arastirildigi az sayidaki arastirma da
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bulgularimiz1 desteklemektedir (Lee ve dig. 2013, Reis ve dig.. 2014). Ozellikle Lee ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada (Lee ve dig. 2013), stres sonrasi artan Kkortikosteron
diizeylerinin propolis uygulamasinin ardindan diismesi propolisin antidepresan etkisini
artan HPA ekseni aktivasyonunu modiile ederek olusturdugu seklinde yorumlanmistir. Bu
caligmalar, bulgularimiz1 desteklemekle birlikte, bu ¢alismalarda saglikli hayvan
kullanilmas: ile Lee ve arkadaslarinin ¢aligmasinda 2 giinliik strese maruziyet olmasi

calismamizdaki bulgular1 daha degerli kilmaktadir.

Yapilan onceki ¢alismalarda kronik Ongoériillemeyen hafif stres uygulanan sigan ve
farelerde endotel-aracili vazodilatasyon yanitlarinin baskilandigi gosterilmistir (d’Audiffret
ve dig. 2010, Isingrini ve dig. 2011, Neves ve dig. 2012). Endoteli saglam damarda
gerceklesen asetilkolin aracili vazodilatasyonun, 6zellikle damar endotel hiicrelerinde
eNOS aracili iretilen NO salimi sonucu gerceklestigi bilinmektedir (Furchgott ve
Zawadzki 1980). Calismamizda oOnceki c¢aligmalarla uyumlu olarak karbakol-aracili
endotelyal yanitlar stres grubunda anlamli olarak azalmistir. Diger yandan NO dondrii bir
ilag olan SNP uygulanmasi ile elde edilen endotel-aracili olmayan gevseme yanitlarinda
gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Bu durum strese maruziyet sonrasi
gelisen endotel hasarimin NO sentezinin azalmasina ya da damar diiz kasinin NO’e yanit
verebilirliginin azalmasina yol agmis olabilecegini ifade etmektedir. Stres grubunda
karbakol gevseme yanitlar1 baskilanmisken, direk SGMP-aracili gevsemeye yol agan SNP
yanitlarinda gruplar arasinda fark olmamasi, stres prosediiriiniin vaskiiler diiz kasta NO-
guanilat siklaz-sGMP’ yi etkilemek yerine, NO’in sentez ya da yararlanimini inhibe
ettigini ifade etmektedir. Torasik aorta preparatinda 6lgiilen eNOS ekspresyon diizeyindeki
azalma, izole organ deneyindeki bulgumuzu stres sonras1 gelisen endotel hasar1 sonucu NO
liretiminin azalmasi yoniinden desteklemektedir. Ayrica karbakol konsantrasyon yanit
egrisine ait efikasite (Emaks) degerinin stres grubunda azalmasina ek olarak, potens (pD2)
degerindeki artis, torasik aorta dokusunun stres sonrasi karbakole duyarliliginin azaldigim
ifade etmektedir. Bu degerlerdeki azalmanin propolis uygulamasinin ardindan kontrol

degerlerine donmesi, dokunun NO’e duyarlilifindaki degisikligi 6nledigini gostermektedir.

Depresyon sirasinda HPA ekseninde aktivite artist oldugu, artan kortikosteroid diizeyinin
depresyonun patofizyolojik mekanizmalarindan biri olabilecegi kabul goren bir hipotezdir
(Belmaker ve Agam 2008). Glukokortikoid-aracili kardiyovaskiiler hastaliklarda damar
endotel yapisinda degisiklikler gerceklesmekte, glukokortikoid diizeyindeki artigin reaktif

oksijen iiriinlerinin asir1 {iretilmesine yol acarak NO yararlanimini azalttigt ve boylece
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vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gevseme yeteneginin azaldigi gosterilmistir (luchi ve dig.
2003). Bu bilgiler ¢alismamizda 35 giinliik stres prosediirii sonrasi artan kortikosteron
diizeylerinin torasik aorta diiz kasinin karbakole hiposensitivitesinin altinda yatan diger bir
neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu konuda propolisle yapilmis caligma

bulunmamaktadir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda kronik oOngoriilemeyen hafif stres uygulamasinin
sonrasinda gelisen vaskiiler disfonksiyonun patofizyolojisinde proinflamatuvar sitokinlerin
de 6nemli bir roliiniin oldugu kabul géren bir goristiir (Arenas ve dig. 2004). Kronik
ongoriilemeyen hafif stres sirasinda TNFa, IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinlerin kan
diizeyinin artti§i, bu artisin NO’in inaktivasyonuna neden olarak endotel-aracili
gevsemelerin bozulmasina neden oldugu gosterilmistir (Murphy ve dig. 2017, Yoshizumi
ve dig. 1993). Demirtas ve arkadaglarinin (Demirtas ve dig. 2014), siganlarda kronik
ongoriillemeyen hafif stres modeliyle olusturduklari vaskiiler disfonksiyonda stres
grubunda damardaki endotel-aracili yanitlarin ve eNOS ekspresyonunun azaldigi, TNFa
inhibitorii bir ila¢ olan infliksimab tedavisi alan grupta ise bu degerlerin kontrol grubuna
geri dondiigii gosterilmistir. Diger yandan artan TNFa diizeyinin eNOS ekspresyonunu
azaltarak ya da NO inaktivasyonunu arttirarak NO biyoyararlanimini azalttig1
bilinmektedir (Murphy ve dig. 2017, Yoshizumi ve dig. 1993). Bu calismada stres
grubunda torasik aorta dokusundaki TNFa ve IL-1B diizeylerinin yiiksek bulunmasi,
endotel hasar1 ve vaskiiler disfonksiyonun altinda yatan mekanizmalardan birinin de
inflamasyon diizeyinde artis olabilecegini diisiindiirmektedir. Propolisin antiinflamatuvar
etkisinin oldugu baska modellerde gosterilmis (Hu ve dig. 2005), ancak vaskiiler
disfonksiyona neden olan proinflamatuvar sitokinlerin {izerinde propolisin etkisi

incelenmemistir.

Kronik stres sonrasi kan basinci yiiksekligi kardiyovaskiiler komplikasyonlardan biridir.
Kronik propolis uygulanmasi sonrasinda kan basinci degerlerinin diistiigiinii gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Maruyama ve arkadaslarinin (Maruyama ve dig. 2009) spontan
hipertansif sicanlarda propolisin kan basincina ve vaskiiler yanitlara etkilerini incelemek
icin yaptiklar1 bir ¢alismada, 28 giinliikk propolis ekstresi sicanlara oral yoldan
uygulanmustir. Siirenin sonunda kan basincinin anlamhi diizeyde diistiigli ve noradrenalin
ile kasilmis mesenterik arter preparatinda anlaml diizeyde gevseme oldugu gosterilmistir.
Bu bulgulara paralel sekilde spontan hipertansif siganlarla yapilan diger bir ¢caligmada da

sicanlarin diyetine 4 hafta boyunca propolis eklenmesi kan basincinda anlamli diisiise
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neden olurken, asetilkolin-aracili gevseme yanitlarinin potansiyelize oldugu gosterilmistir
(Kubota ve dig. 2004). Bu bulgulardan ve ¢alismamizdan yola ¢ikilarak kronik propolis
uygulamasmin damar diiz kasinda gevsemeye yol agarak strese bagli olarak artmasi

beklenen kan basinci degerlerini normal degerlerine diisiirebilecegi spekiile edilebilir.

Propolis ekstresinin sistemik uygulanmasinin kan basmcini digiiriicii etkisinin ortaya
konmasimin ardindan, izole arter preparatlarinda propolisin etki mekanizmasi in vitro
tekniklerle arastirilmistir. Avustralya propolisi ile yapilan bir ¢alismada izole insan ve
domuz arter preparatlar1 belirli konsantrasyonlarda propolis ile inkiibe edilmis, KCI ve
histamin ile prekontrakte edilen dokularin propolis inkiibasyonu sonrasi gevsedigi
gosterilmistir. Bu c¢alismada arastirmacilar gevseme yanitindan voltaj-kapilh Ca™™
kanallarinin inhibisyonunu igeren endotelden bagimsiz bir mekanizmanin sorumlu

oldugunu ileri stirmiistiir (Massaro ve dig. 2013).

Propolisin etki mekanizmasinin aragtirildigi ¢alismalarin bir kismi, propolis ektresinin
igerdigi bilesiklerin damar yanitlarina olan etkilerini aydinlatmay1 amaglamistir. Propolis
ekstrelerinin igeriginde bulunan kafeik asit fenetil ester (KAFE)’in vazorelaksan etki
mekanizmasinin arastirildigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Long ve arkadaslarinin (Long ve
dig. 2009) yaptig1 bir ¢alismada, koroner arter preparatinda elde edilen kiimiilatif KAFE
gevseme yanitlarina NO ve adrenerjik [B-reseptorleri aracilik ettigi, prostaglandin
sentezinin bu gevsetici etkiye katkisinin olmadigi bulunmustur. Calismamizda uzun siireli
propolis uygulamasinin ardindan strese bagl bozulan damar yanitlarin1 propolisin hangi
mekanizmalar ile diizeltmis olabilecegi in vitro inkiibasyon g¢alismalari ile aragtirilmistir.
Bu amagla, izole torasik aorta preparatinin L-NAME ve indometasin ile inkiibasyonu
sonras1 kiimiilatif propolis yanitlar1 alinmig, her iki yanitin da anlamli diizeyde inhibe
oldugu gosterilmistir. Long ve arkadaslarinin (Long ve dig. 2009) bulgularindan yola
cikilarak kullandigimiz propolis ekstresindeki KAFE’nin de katkisiyla propolisin damar
diiz kasmi gevsetici yanitinda endotel-aracili salinan NO’in roliiniin oldugu ileri
stiriilebilir. Ancak bu c¢alismada indometasin propolisin gevseme yanitlarini inhibe
etmedigi icin, calismamizda elde ettigimiz gevseme yanitinin bilesenlerinden olan
prostaglandin sentezinin, ekstrenin icerigindeki KAFE’den kaynaklanmadig diisiiniilebilir.
Diger yandan iskemi-reperfiizyon modelinde propolisin eNOS aktivitesini arttirdigini
gosteren calismalardan yola c¢ikilarak, ¢alismamizda torasik aorta preparatindaki eNOS
ekspresyonu artisina KAFE nin katkida bulunmus olabilecegi ileri siiriilebilir (Ilhan ve dig.

1999; Long ve dig. 2009).
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KAFE’nin vaskiiler etki mekanizmasinin arastirildigi diger bir c¢aligmada, izole si¢an
torasik aortasinda KAFE ile elde edilen kiimiilatif konsantrasyona-bagimli gevseme
yanitlarinin L-NAME ile inkiibasyonun ardindan azaldigi, gevseme yanitlarinin endotel-
aracilt oldugu bulunmustur. Ayrica KAFE’nin fenilefrin kontraktil yanitlarim1 azalttigi,
KAFE’nin damar diiz kas hiicresine Ca*"’nin girisini ve /veya intraseliiler Ca™" salimim
inhibe ederek vaskiiler etkisini olusturdugu ileri siiriilmiistiir (Cicala ve dig. 2003). Bu
bulgular endotel-aracili gevseme yanitlarinin ve fenilefrin-aracili kasilma yanitlarinin
baskilandig1r ¢alismamizin bulgular ile ortiismektedir. Calismamizda kullanilan propolis
ekstresinin endotel aracili gevseme yanitlarini arttirmanin yanisira, damar diiz kas
hiicrelerindeki Ca’™ diizeyini diisiirerek de vaskiiler etkisini gerceklestirdigi ileri
siiriilebilir. Bu sebeple ¢alismamiza endoteli hasarlanmis vaskiiler yanitlarin ve
kalsiyumsuz ortamda alinmis yanitlarin eklenmesi, olast mekanizmalarin daha net

aciklanmasini saglayacaktir.

Galangin, propolis ekstresinde bulunan diger biyolojik aktivitesi olan maddedir.
Vazorelaksan etkisi ortaya konmus, bu etkisinin mekanizmasi aragtirilmistir. Vazorelaksan
etkisininin KAFE ile ilgili ¢alismalardakine benzer sekilde endotel-aracili salinan NO
diizeyini artirarak yaptigi, ancak bu etkisine prostaglandin sentezinin katkisinin olmadigi
gosterilmistir (Morello ve dig. 2006). Diger yandan galanginin yiiksek konsantrasyonda
fenilefrin kasilma yanitlarin1 baskiladigi saptanmis, buna bagli olarak hiicre membranindan
Ca'™" girisi ve intraseliiler depolardan Ca™" salimmi inhibe ederek vaskiiler aktivitesini
endotel-aracili olmayan mekanizmalar araciligiyla ortaya koydugu ileri siiriilmistiir. Bu
calisma ve Cicala ve arkadaslarinin yaptigi calismanin (2003) bulgular 1s181inda,
calismamizda kullandigimiz propolis ekstresindeki galangin ve KAFE ile propolisin NO-
aracili endotele-bagimli vazorelaksan etkisine katkida bulundugu diisiiniilebilir. Ayrica
propolis ekstresindeki galanginin de katkisi ile, damar diiz kas hiicresindeki Ca*" diizeyini
diisiirerek endotel-aracili olmayan mekanizma ile de damar kontraktilitesini azalttig: ileri

surulebilir.

Propolisin icerdigi diger bir flavanoid olan pinosembrin ile sican aortasinda yapilan bir
calismada farkli bir mekanizmanin katkisi tartistlmistir. Anjiyotensin II aracili kasilma
yanitlarinin, pinosembrinin in vitro olarak kiimiilatif sekilde artan konsantrasyonlarda
uygulanmasi1 ile inhibe ettigi, bu etkisini ATI-reseptorii aracili gerceklestirdigi
gosterilmistir (Li ve dig. 2013). Calismamizda kullandigimiz ekstre i¢erdigi pinosembrin

ile, stres prosediirii sonrasi artan damar kasilma yanitlarini, propolis ekstresinin kronik
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uygulamasinin ardindan farkli bir mekanizmanin katkisi ile de baskilamis olabilir. Ancak

bu konuda yapilacak ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Simirhlhiklar

Kronik strese maruz kalan sicanlardan izole edilen torasik aortada vaskiiler yanitlarina
stres prosediirii siiresince propolis uygulamasinin etkilerinin arastirildigi ¢alismamizda
literatiire Onemli katkilar yapabilecek bulgular bulunmakla birlikte, bazi smrliliklar
bulunmaktadir. Propolisin antiinflamatuvar etkisinden yola ¢ikilarak planlanan
calismamizda, oksidatif stres ve antioksidan enzim diizeyleri olciilmemistir. Igeriginde
antioksidan aktiviteye sahip pekcok bilesen bulunan propolisin vaskiiler dokudaki
antioksidan enzimlerin diizeyinin Olg¢iilmesi, ¢alismamizin kapsamini anlamli diizeyde
genisletecektir. Calismamizda in vitro inkiibasyon deneyleri yapilarak, propolisin vaskiiler
etki mekanizmasi aydinlatilmaya calisilmistir. Bu deneyler endotel hasar1 sonrasi
tekrarlanabilir. Bu yolla endotelden bagimsiz yanitlar hakkinda daha net yorum yapilabilir.
Diger yandan propolis inkiibasyonunun ardindan baskilanmig olan kiimiilatif fenilefrin
konsantrasyon-yanit egrileri, kalsiyumsuz ortamda tekrarlanarak yanittaki baskilanmanin
damar diiz kasma disaridan giren Ca’™" ve/veya intraseliiler salinan Ca™" diizeylerindeki
degisiklige bagli oldugu daha net bir bigimde ortaya konabilir. Ozellikle in vitro

inkiibasyon  deneylerinin  imkan  bulunursa  tamamlanmasit  planlanmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada uzun siireli propolis uygulamasinin, kronik strese bagli olarak gelisen
depresyon-benzeri davranislar1 ve vaskiiler fonksiyon bozukluklarini diizelttigi
gosterilmistir. Propolis uygulamasi, klinik depresyonda goriilen davraniglardan olan
caresizlik davraniginin hayvan calismalarinda Ol¢limii i¢in uygulanan zorunlu yiizme
testinde bu davraniglart geri ¢evirmistir. Calismamizda serum kortikosteron diizeylerinin
stres grubunda artarken, propolis uygulamasiin ardindan kontrollerine geri donmesi,
propolisin antidepresan etkisine, strese maruziyet sonrasi artan HPA ekseni aktivitesini
baskilamasinin katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Diger yandan kronik strese
maruziyet sonrasi vaskiiler endotele bagimli yanitlarda goériilen azalma kronik propolis alan
grupta diizelmistir. Biyokimyasal ve molekiiler bulgularimizdan yola ¢ikarak, vaskiiler
sitokin diizeylerinde goriilen strese baglh artisin kronik propolis uygulamasinin ardindan
anlamli sekilde disiip kontrol degerlerine gerilemesinin sonucu olarak, propolisin
antiinflamatuvar etkisi ile depresyon-benzeri davranislarda diizelmeye yol ag¢mis
olabilecegi ileri siiriilebilir. Davranis deneylerindeki bulgulara ek olarak, vaskiiler
endotelyal yanitlardaki diizelmenin altinda yatan mekanizmalardan birisi de
antiinflamatuvar etki olabilir. Vaskiiler eNOS diizeyinde stres grubunda saptanan anlamli
diistisin, propolis uygulamasinin ardindan yiikselerek normal degerlerine donmesi,
propolisin endotel fonksiyonu {iizerindeki gelistirici etkisini destekler niteliktedir.
Propolisin vazorelaksan etki mekanizmasini aydinlatmak {izere planlanan in vitro
inkiibasyon deneylerinde, propolis gevseme yanitlarinda NO ve PGly’nin rollerinin
oldugunu gostermektedir. Diger yandan propolis inkiibasyonu sonrasi fenilefrin
yanitlarinin baskilanmasi, propolisin damar diiz kas hiicresindeki Ca™" diizeyinde diisiise
yol agmasmim da vaskiiler aktivitesine katkida bulunabilecegini ifade etmektedir.
Calismamiz ile ilk kez strese bagli gelisen vaskiiler fonksiyon bozuklugunu 6nlemede
kronik propolis uygulamasinin etkili oldugu gosterilmistir. Strese bagli vaskiiler
disfonksiyonu diizelten etkisinin yani sira, antidepresan etkisinin de olmasi, propolisin

terapotik potansiyelini gli¢lendirmektedir.

48



KAYNAKLAR DiZiNi

Amerikan Psikiyatri Birligi. Diagnostic And Statistical Manual Of Mental Disorders, (Fifth Edition), 2013,
Amerika Birlesik Devletleri, https://doi.org/10.1176/appi.books.9780890425596, (Erigsim Tarihi:
07.05.2019).

Amoros M, Sauvager F, Girre L ve dig. In Vitro Antiviral Activity of Propolis. Apidologie, 1992; 23:231-40.

Andor M, Tomescu M. Endothelial Dysfunction-Methods of Assessment and Pharmachological Approach in
Cardiovascular Diseases. Timisoara Medical Journal, 2005;55:58-63.

Arenas |LA, Yi X, Lopez-Jaramillo P ve dig. Angiotensin Il-Induced MMP-2 Release from Endothelial Cells
Is Mediated by TNF-o. American Journal of Physiology-Cell Physiology, 2004;286:779-84.

Bankova VS, De Castro SL ve Marcucci MC. Propolis Recent Advances in Chemistry and Plant Origin.
Apidologie, 2000;31:3-15.

Basnet P, Matsushige K, Hase K ve dig. Four Di-O-Caffeoyl Quinic Acid Derivatives from Propolis. Potent
Hepatoprotective Activity in Experimental Liver Injury Models. Biological & Pharmaceutical Bulletin,
1996;19(11):1479-1984.

Basnet P, Matsuno T, Neidlein R. Potent Free Radical Scavenging Activity of Propol Isolated from Brazilian
Propolis. Zeitschrift Fur Naturforschung - Section C Journal of Biosciences, 1997;52C:828-33.

Bayramgurler D, Karson A, Yazir Y ve dig. The Effect of Etanercept on Aortic Nitric Oxide-Dependent
Vasorelaxation in an Unpredictable Chronic, Mild Stress Model of Depression in Rats. European
Journal of Pharmacolog, 2013;710(1-3):67—72.

Belmaker R, Agam G. Major Depressive Disorder. The New England Journal of Medicine, 2008; 358(1):55—
68.

Black PH, Garbutt LD. Stress, Inflammation and Cardiovascular Disease. Journal of Psychosomatic
Research, 2002;52(1):1-23.

Bosio K, Avanzini C, D’Avolio A. ve dig. In Vitro Activity of Propolis against Streptococcus Pyogenes.
Letters in Applied Microbiology, 2000;31:174-177.

Boyer P. 2000. Do Anxiety and Depression Have a Common Pathophysiological Mechanism? Acta
Psychiatrica Scandinavica. Supplementum. 2000;406:24-9.

Broadley AJM, Korszun A, Jones CJH ve dig. Arterial Endothelial Function Is Impaired in Treated
Depression. Heart, 2002;88(5):521-23.

Brotto MAP. Temporal Effects of Stress by Immobilization and Sensitivity of the Isolated Rat Pacemaker to
Isoproterenol: Roles of Corticosterone, Neuronal Uptake, and -Adrenergic Homogeneity. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, 2003;306:1152-58.

Burdock GA. Review of the Biological Properties and Toxicity of Bee Propolis (Propolis). Food and
Chemical Toxicology,1998;36(4):347—63.

De Castro SL. Propolis: Biological and Pharmacological Activities. Therapeutic Uses of This Bee-Product.
Annual Review of Biomedical Sciences, 2001;3:49-83.

De Castro SL, Paulino N, Valente PHM ve dig. Phenolic Compounds from Brazilian Propolis with
Pharmacological Activities. Journal of Ethnopharmacology, 2002;74(2):105-12.

Chaurasiya N D, Ibrahim MA, Muhammad l.ve dig. Monoamine Oxidase Inhibitory Constituents of Propolis:
Kinetics and Mechanism of Inhibition of Recombinant Human MAO-A and MAO-B. Molecules,2014;
19(11):18936-52.

Chopra S, Pillai KK, Husain S Z ve dig. Propolis Protects against Doxorubicin-Induced Myocardiopathy in
Rats. Experimental and Molecular Pathology, 1995;62:190-98.

Cicala C, Morello S, lorio C ve dig. Vascular Effects of Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) on Isolated
Rat Thoracic Aorta. Life Sciences, 2003;73:73-80.

Clifford MN. Chlorogenic Acids and Other Cinnamates - Nature, Occurrence, Dietary Burden, Absorption

49



and Metabolism. Journal of the Science of Food and Agriculture, 2000;80:1033-1043.

d’Audiffret AC, Frishee SJ, Stapleton PA., ve dig. Depressive Behavior and Vascular Dysfunction: A Link
between Clinical Depression and Vascular Disease? Journal of Applied Physiology, 2010.108(5):1041-
51.

Delgado PL. Depression: The Case for a Monoamine Deficiency. Journal of Clinical Psychiatry,2000;61:7-
11.

Demirtag T, Utkan T, Karson A ve dig. The Link Between Unpredictable Chronic Mild Stress Model for
Depression and Vascular Inflammation? Inflammation, 2014;37(5):1432-38.

Drevets WC. Functional Neuroimaging Studies of Depression: The Anatomy of Melancholia. Annual Review
of Medicine, 1998;49:341-361.

Duman RS. Neurobiology OF Stress, Depression, and Rapid Acting Antidepressants: Remodeling Synaptic
Connections. Depression and Anxiety, 2014;6:1-6.

Ertiirkiiner SP, Sara¢ EY, Gogmez SS ve dig. Anti-Inflammatory and Ultrastructural Effects of Turkish
Propolis in a Rat Model of Endotoxin-Induced Uveitis. Folia Histochemica et Cytobiologica, 2016;
54(1):49-57.

Filho CB, Jesse CR, Donato F ve dig. Chrysin Promotes Attenuation of Depressive-like Behavior and
Hippocampal Dysfunction Resulting from Olfactory Bulbectomy in Mice. Chemico-Biological
Interactions, 2016;260:154-62.

Frodl T, Meisenzahl EM, Zetzsche T ve dig. Hippocampal and Amygdala Changes in Patients with Major
Depressive Disorder and Healthy Controls during a 1-Year Follow-Up. Journal of Clinical Psychiatry,
2004;65(4):492-9

Fuchs E, Cz¢éh B, Kole MH ve dig. Alterations of Neuroplasticity in Depression: The Hippocampus and
Beyond. European Neuropsychopharmacology, 2004;14:481-90.

Furchgott RF, Zawadzki JV. The Obligatory Role of Endothelial Cells in the Relaxation of Arterial Smooth
Muscle by Acetylcholine. Nature,1980;288(5789):373-76.

Gatt JM, Williams LM, Schofield PR ve dig. Impact of the HTR3A Gene with Early Life Trauma on
Emotional Brain Networks and Depressed Mood. Depression and Anxiety, 2010;27(8):752-9.

Ghisalberti EL. Propolis: A Review. Bee World, 1979;60(2):59-84.

Godfrey PS, Toone BK, Carney MW ve dig. Enhancement of Recovery from Psychiatric Illness by
Methylfolate. Lancet, 1990;392-95.

Gold PW, Machado-vieira R, Pavlatou MG. Clinical and Biochemical Manifestations of Depression :
Relation to the Neurobiology of Stress. Neural Plasticity, 2015;1-11.

Grippo AJ. Mechanisms Underlying Altered Mood and Cardiovascular Dysfunction: The Value of
Neurobiological and Behavioral Research with Animal Models. Neuroscience and Biobehavioral
Reviews, 2009;33(2):171-80.

Hamilton JP, Siemer M, Gotlib IH. Amygdala VVolume in Major Depressive Disorder: A Meta-Analysis of
Magnetic Resonance Imaging Studies. Molecular Psychiatry,2008;13(11):993-1000.

Haydak MH, Palmer LS. Royal Jelly and Bee Bread as Sources of Vitamins B1, B2, B6, C, and Nicotinic and
Pantothenic Acids12. Journal of Economic Entomology, 1942;35(3):319-20.

Hepsen IF, Er H, Ceki¢ O.Topically Applied Water Extract of Propolis to Suppress Corneal
Neovascularization in Rabbits. Ophthalmic Research,1999;31:426-31.

Hu F, Hepburn HR, Li Y ve dig. Effects of Ethanol and Water Extracts of Propolis (Bee Glue) on Acute
Inflammatory Animal Models. Journal of Ethnopharmacology,2005;100:276-283.

llhan A, Koltuksuz U, Ozen S ve dig. The Effects of Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) on Spinal Cord
Ischemia/Reperfusion Injury in Rabbits. European Journal of Cardio-Thoracic Surgery, 1999;
16(4):458-63.

Isingrini E, Desmidt T, Belzung C ve dig. Endothelial Dysfunction: A Potential Therapeutic Target for
Geriatric Depression and Brain Amyloid Deposition in Alzheimer’s Disease? Current Opinion in

50



Investigational Drugs, 2009;10(1):46-55.

Isingrini E, Surget A, Belzung C ve dig. Altered Aortic Vascular Reactivity in the Unpredictable Chronic
Mild Stress Model of Depression in Mice. UCMS Causes Relaxation Impairment to ACh. Physiology
and Behavior,2011;103(5):540-46.

Iuchi T, Akaike M, Mitsui T ve dig. Glucocorticoid Excess Induces Superoxide Production in Vascular
Endothelial Cells and Elicits Vascular Endothelial Dysfunction. Circulation Research,2003;92(1):81-
87.

Iwata M, Ota KT, Duman RS. The Inflammasome:Pathways Linking Psychological Stress, Depression, and
Systemic llInesses. Brain, Behavior, and Immunity,2013;31:105-114.

Karamustafalioglu O, Yumrukc¢al H. Depresyon ve Anksiyete Bozukluklari. S.E.E.A.H. Tip Biilteni,
2011;45(2):65-74.
Kartal M, Yildiz S, Kaya S ve dig. Antimicrobial Activity of Propolis Samples from Two Different

Katzung BG, Masters SB, Trevor A.J. Temel ve Klinik Farmakoloji (12. Baski). Nobel Tip Kitapevleri,
Istanbul, 2014.

Kayaalp O. Akilci Tedavi Yoniinden T1bbi Farmakoloji (13. Baski). Pelikan Kitabevi, Ankara, 2012

Kimoto N, Hirose M, Kawabe M ve dig. Post-Initiation Effects of a Super Critical Extract of Propolis in a
Rat Two-Stage Carcinogenesis Model in Female F344 Rats. Cancer Letters,1999;147(1-2):221-7.

Kimoto T, Koya S, Hino K ve dig. Renal Carcinogenesis Induced by Ferric Nitrilotriacetate in Mice, and
Protection from It by Brazilian Propolis and Artepillin C. Pathology International,2000;50:679-89.

Koolschijnm PC, Van Haren N, Lensvelt-Mulders G ve dig. Brain Volume Abnormalities in Major
Depressive Disorder: A Meta-Analysis of Magnetic Resonance Imaging Studies. Human Brain
Mapping, 2009; 30(11):3719-35.

Kotan Z, Sarandol A, Eker SS ve dig. Depresyon, Noroplastisite ve Norotrofik Faktorler. Current
Approaches in Psychiatry,2009;1:22-35.

Kubota Y, Umegaki K, Kobayashi K ve dig. Anti-Hypertensive Effects of Brazilian Propolis in
Spontaneously Hypertensive Rats. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology,2004;
31(2):29-30.

Kujumgiev A, Tsvetkova |, Serkedjieva Y ve dig. Antibacterial, Antifungal and Antiviral Activity of
Propolis of Different Geographic Origin. Journal of Ethnopharmacology,1999;64(3):235-40.

Kumar KV, Das UN. Are Free Radicals Involved in the Pathobiology of Human Essential Hypertension?
Free Radical Research,1993;19:59-66.

Kumazawa S, Hamasaka T, Nakayama T. Antioxidant Activity of Propolis of Various Geographic Origins.,
Food Chemistry,2004;84(3):329-39.

Kuropatnicki AK, Szliszka E, Krol W. Historical Aspects of Propolis Research in Modern Times. Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine, 2013;1-11.

Lee M, Kim YH, Park W ve dig. Novel Antidepressant-Like Activity of Propolis Extract Mediated by
Enhanced Glucocorticoid Receptor Function in the Hippocampus. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, 2013.

Levinson DF. The Genetics of Depression : A Review. Society of Biological Psychiatry, 2005;60:84-92.

Li L, Pang XB, Chen BN ve dig. Pinocembrin Inhibits Angiotensin Il-Induced Vasoconstriction via
Suppression of the Increase of [Ca®‘]land ERK1/2 Activation through Blocking ATIR in the Rat
Aorta. Biochemical and Biophysical Research Communications,2013;435(1):69-75.

Long Y, Han M, Chen J ve dig. The Vasorelaxant Effect of Caffeic Acid Phenethyl Ester on Porcine
Coronary Artery Ring Segments. Vascular Pharmacology,2009;51(2-3):78-83.

Maas JW, Fawcett J, Dekirmenjian H. 3-Methoxy-4-Hydroxy Phenylglycol (MHPG) Excretion in Depressive
States: A Pilot Study. Archives of General Psychiatry,1968;19(2):129-134.

Marcucci MC. Propolis: Chemical Composition, Biological Properties and Therapeutic Activity. Apidologie,
1995;26(2):83-99.

o1



Maruyama H, Sumitou Y, Sakamoto T ve dig. Antihypertensive Effects of Flavonoids Isolated from
Brazilian Green Propolis in Spontaneously Hypertensive Rats. Biological & Pharmaceutical Bulletin,
2009;32(7):1244-50.

Massaro FC, Brooks PR, Wallace HM ve dig. Effect of Australian Propolis from Stingless Bees (Tetragonula
Carbonaria) on Pre-Contracted Human and Porcine Isolated Arteries. PLoS ONE,2013;8(11):1-10.

Matsuno T, Jung SK, Matsumoto Y ve dig. Preferential Cytotoxicity to Tumor Cells of 3,5-Diprenyl-4-
Hydroxycinnamic Acid (Artepillin C) Isolated from Propolis. Anticancer Research,1997;52C:702-4.

McEwen BS, Weiss JM, Schwartz LS. Uptake of Corticosterone by Rat Brain and Its Concentration by
Certain Limbic Structures. Brain Research, 1969;16(1):227-41.

Mirzoeva OK, Calder PC. The Effect of Propolis and Its Components on Eicosanoid Production during the
Inflammatory Response. Prostaglandins Leukotrienes and Essential Fatty Acids,1996;55:441-49.

Mishima S, Yoshida C, Akino S ve dig. Antihypertensive Effects of Brazilian Propolis: Identification of
Caffeoylquinic Acids as Constituents Involved in the Hypotension in Spontaneously Hypertensive
Rats. 2005;28(10):1909-14.

Morello S, Vellecco V, Alfieri A ve dig. Vasorelaxant Effect of the Flavonoid Galangin on Isolated Rat
Thoracic Aorta. Life Sciences,2006;78(8):825-30.

Murphy HS, Shayman JA, Till GO ve dig. Superoxide Responses of Endothelial Cells to C5a and TNF-
Alpha: Divergent Signal Transduction Pathways. American Journal of Physiology-Lung Cellular and
Molecular Physiology,2017;263:51-59.

Musselman DL, Evans DL, Nemeroff CB. The Relationship of Depression to Cardiovascular Disease.
Archives of General Psychiatry,1998;55(7):580-92.

Musselman DL, Tomer A, Manatunga AK ve dig. Exaggerated Platelet Reactivity in Major Depression.
American Journal of Psychiatry,1996;153(10):1313-7.

Neves VJ, Moura MJ, Almeida BS ve dig. Chronic Stress, but Not Hypercaloric Diet, Impairs Vascular
Function in Rats. Stress,2012;15(2):138-48.

Neves VJ, Moura MJ, Tamascia ML ve dig. Proatherosclerotic Effects of Chronic Stress in Male Rats:
Altered Phenylephrine Sensitivity and Nitric Oxide Synthase Activity of Aorta and Circulating Lipids.
Stress, 2009;12(4):320-27.

Pacher P, Kohegyi E, Kecskemeti V ve dig. Current Trends in the Development of New Antidepressants.
Curr Med Chem. 2001;8(2):89-100.

Palazidou E. The Neurobiology of Depression. British Medical Bulletin,2012;101:127-145.

Plante GE. Depression and Cardiovascular Disease: A Reciprocal Relationship. Metabolism: Clinical and
Experimental,2005;54:45-48.

Popravko SA, Gurevich Al, Kolosov MN. Flavonoid Components of Propolis. Chemistry of Natural
Compounds,1969;5(6):397-401.

Porsolt RD, Pichon ML, Jalfre M. Depression: A New Animal Model Sensitive to Antidepressant Treatment.
Nature,1977;270:730-32.

van Praag HM. The Significance of Biological Factors in the Diagnosis of Depressions: | Biochemical
Variables. Comprehensive Psychiatry,1982;23(2):124-35.

Raison CL, Capuron L, Miller AH. Cytokines Sing the Blues: Inflammation and the Pathogenesis of
Depression. Trends in Immunology,2006; 27(1):24-31.

Rajagopalan S, Brook R, Rubenfire M ve dig. Abnormal Brachial Artery Flow-Mediated Vasodilation in
Young Adults with Major Depression. American Journal of Cardiology, 2001;15;88(2):196-8

Reis JSS, Oliveira GB, Monteiro MC ve dig. Antidepressant- and Anxiolytic-like Activities of an Oil Extract
of Propolis in Rats. Phytomedicine,2014;21(11):1466—72.

Rybakowski JK, Wykretowicz A, Heymann-Szlachcinska A ve dig. Impairment of Endothelial Function in
Unipolar and Bipolar Depression. Biological Psychiatry,2006;60(8):889-91.

Sahin TD, Yazir Y, Utkan T ve dig. Penile Constitutive Nitric Oxide Synthase Expression in Rats Exposed to

52



Unpredictable Chronic Mild Stress: Role of Inflammation. International Journal of Impotence
Research, 2017;29(2):76-81.

Sala M, Perez J, Soloff ve dig. Stress and Hippocampal Abnormalities in Psychiatric Disorders. European
Neuropsychopharmacology, 2004;14(5):393-405.

Schatzberg AF, Parker KJ, Lyons DM. Neuroendocrine Aspects of Hypercortisolism in Major Depression.
Hormones and Behavior, 2003;43(1):60-6.

Scheller S, Kawalski H, Oklek K ve dig. Correlation between Virulence of Various Strains of Mycobacteria
and Their Susceptibility to Ethanolic Extract of Propolis (EEP). Zeitschrift Fur Naturforschun - Section
C Journal of Biosciences,1998;53(11-12):1040-4.

Scheller S, Krol W, Swiacik J ve dig. Antitumoral Property of Ethanolic Extract of Propolis in Mice-Bearing
Ehrlich Carcinoma, as Compared to Bleomycin. Zeitschrift Fur Naturforschung-Section C Journal of
Biosciences,1989b;44(11-12):1063-5.

Scheller S, Dworniczak S, Waldemar-Klimmek K ve dig. Synergism between Ethanolic Extract of Propolis
(EEP) and Anti-Tuberculosis Drugs on Growth of Mycobacteria. Zeitschrift Fur Naturforschung-
Section C Journal of Biosciences, 1999;54¢:549-553.

Scheller S, Gazda G, Krol W ve dig. The Ability of Ethanolic Extract of Propolis (EEP) to Protect Mice
against Gamma Irradiation. Zeitschrift Fur Naturforschung-Section C Journal of Biosciences, 1989a;
44C:1049-52.

Schildkraut JJ. The Catecholamine Hypothesis of Affective Disorders: A Review of Supporting Evidence.
American Journal of Psychiatry, 1965;122(5):509-22.

Seven I, Aksu T, Seven PT. Propolis ve Hayvan Beslemede Kullanimi Propolis and Its Usage in Animal
Nutrition. YYU Vet Fak Derg., 2007;18(2):79-84.

Sherwood A, Hinderliter AL, Watkins LL ve dig. Impaired Endothelial Function in Coronary Heart Disease
Patients with Depressive Symptomatology. Journal of the American College of Cardiology,
2005;46(4):656-59.

Shimizu E, Hashimoto K, Okamura N ve dig. Alterations of Serum Levels of Brain-Derived Neurotrophic
Factor (BDNF) in Depressed Patients with or without Antidepressants. Biological Psychiatry,2003
;54(1):70-5.

Stahl S.M. Stahl'in Temel Psikofarmakolojisi. Ceviri Editorii: Prof.Dr. I.Tayfun Uzay (3. Baski). Istanbul T1p
Kitapevi, Istanbul, 2012.

Stahl S.M. Stahl''n Temel Psikofarmakolojisi. Ceviri Editorii: Tung Alkin (4. Baski). Istanbul Tip Kitapevi,
Istanbul, 2015.

Slattery DA, Hudson AL, Nutt DJ. Invited Review: The Evolution of Antidepressant Mechanisms.
Fundamental and Clinical Pharmacology, 2004;18(1):1-21.

Starkman MN, Giordani B, Gebarski SS ve dig. Improvement in Learning Associated with Increase in
Hippocampal Formation Volume. Biological Psychiatry, 2003; 53(3):1:233-238.

Strehl E, Volpert R, Elstner EF. Biochemical Activities of Propolis-Extracts I11. Inhibition of Dihydrofolate
Reductase. Zeitschrift Fur Naturforschung - Section C Journal of Biosciences, 1994;49C:39-43.

Sun F, Hayami S, Haruna S ve dig. In Vivo Antioxidative Activity of Propolis Evaluated by the Interaction
with Vitamins C and E and the Level of Lipid Hydroperoxides in Rats. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 2000;48:1462-65.

Takaisi-Kikuni NB, Schilcher H. Electron Microscopic and Microcalorimetric Investigations of the Possible
Mechanism of the Antibacterial Action of a Defined Propolis Provenance. Planta Medica,1994.

Teles F, Da Silva TM, Da Cruz FP ve dig. Brazilian Red Propolis Attenuates Hypertension and Renal
Damage in 5/6 Renal Ablation Model. PLoS ONE, 2015;10(1):1-15.

Tolba MF, Azab SS, Khalifa AE ve dig. Caffeic Acid Phenethyl Ester, a Promising Component of Propolis
with a Plethora of Biological Activities: A Review on Its Anti-Inflammatory, Neuroprotective,
Hepatoprotective, and Cardioprotective Effects. IUBMB Life, 2013;65(8):699-709.

Tosi B, Donini A, Romagnoli C ve dig. Antimicrobial Activity of Some Commercial Extracts of Propolis

53



Prepared with Different Solvents. Phytotherapy Research, 1996;10(4):335-336.

Troshev K, Kozarev I, Markov D. Regulation of Traumatic Skin Wound Healing by Influencing the Process
in the Neighbouring Zone of the Wound. Acta Chirurgiae Plasticae,1990;152-63.

Uzbay T. Anksiyete ve Depresyonun Norobiyolojisi. Klinik Psikiyatri Dergisi, 2004;4:3-11.

Uzbay T. Néropsikofarmakoloji Rasyonel flag Kullanimi (1. Baski) Istanbul Medikal Yayincilik.Ankara,
2007.

Verma S, Anderson TJ. Fundamentals of Endothelial Function for the Clinical Cardiologist. Circulation,
2002;105(5):546-49.

Willner P, Jones C. Effects of Mood Manipulation on Subjective and Behavioural Measures of Cigarette
Craving. Behavioural Pharmacology, 1996;7:355-63.

Willner P. Validity, Reliability and Utility of the Chronic Mild Stress Model of Depression: A 10-Year
Review and Evaluation. Psychopharmacology, 1997;134(4):319-29.

Willner P. The Chronic Mild Stress (CMS) Model of Depression: History, Evaluation and Usage.
Neurobiology of Stress, 2017;24;6:78-93.

Willner P, Muscat R, Papp M. Chronic Mild Stress-Induced Anhedonia: A Realistic Animal Model of
Depression. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 1992;16(4):525-34.

Xu H, Wan M, Dong H ve dig. Inhibitory Activity of Flavonoids and Tannins against HIV-1 Protease.
Chemical Pharmaceutical Bulletin, 2000;23(9):1072—76.

Yildiz O, Karahalil F, Can Z, ve dig. Total Monoamine Oxidase (MAQ) Inhibition by Chestnut Honey,
Pollen and Propolis. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 2014;29(5):690-94.

Yoshizumi M, Perrella MA, Burnett JC ve dig. Tumor Necrosis Factor Downregulates an Endothelial Nitric
Oxide Synthase MRNA by Shortening Its Half-Life. Circulation Research,1993;73:205-9.

54



OZGECMIS

Bireysel bilgiler

Adi Soyadi : Giilsen CELEBI

Dogum Yeri ve Tarihi £ 22.06.1993 / EMINONU

Uyrugu : Tirkiye Cumhuriyeti

Medeni Durumu - Evli

Cahistig1 Kurum : Zeynep Eczanesi Basiskele/KOCAELI

Tletisim Adresi : Kocaeli Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji A.D.

Umuttepe Yerleskesi 41380 izmit/KOCAELI

E-posta : ecz.gulsencelebi@gmail.com

Egitim Durumu

2007-2011 Cemberlitas Anadolu Lisesi, Fen-Matematik Boliimii, STANBUL
2011-2017 Bezmialem Vakif Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, ISTANBUL
2017-2019 Kocaeli Universitesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, KOCAELI

Yabanci Dili : Ingilizce

Unvanlann : Eczaci

Mesleki Deneyimler
2017-devam : Ikinci Eczaci, Zeynep Eczanesi, Basiskele/KOCAELI

Bilimsel Etkinlikler

Yayinlar

Zengin Kurt B., Durdagi S., Celebi G., Ekhteiari Salmas R., Sonmez F. Synthesis,
anticholinesterase activity and molecular modeling studies of novel carvacrol substituted
amide derivatives. J Biomol Struct Dyn., 2019 Mar 5:1-28.

Arastirma Projeleri

1. Sicanlarda kronik ongodriilemeyen hafif stresin neden oldugu depresyon modelinde
propolisin vaskiiler fonksiyonlar iizerine etkileri, Kocaeli Universitesi BAP Birimi, Proje
No: KOU-BAP 2019/03, Arastirmaci (2018-2019)

55



2. Monoterpen igeren yeni kumarin tiirevlerinin sentezi ve CA inhibisyonlarinin in vitro

incelenmesi, TUBITAK, Proje No: 116Z779, Arastirmaci (2016-2017)

3. Radar absorplayici malzeme olarak grafenhekzaferrit nanokompozitlerin hazirlanmasi,
elektriksel ve manyetik Ozelliklerinin  incelenmesi ve mikrodalga sogurma

performanslariin belirlenmesi, TUBITAK, Proje No: 213M462, Arastirmac1 (2015-2016)
Bildiriler

1. "Sicanlarda yaslanmaya bagli kognitif fonksiyon bozuklar1 iizerine propolis ekstresinin
etkileri”, Celebi G.,Gogmez S.S., Sahin T.Demirtas, Utkan T., S177-178, P-42., 2. Ulusal
Marmara Eczacilik Kongresi, 2018, ISTANBUL.

2. "Synthesis, biological activitiy for carvacrol-amide derivatives as cholinesterase
inhibitors”, Sonmez G., Zengin Kurt B., Sonmez F., 3. Uluslararas1 ila¢ ve Eczacilik
Kongresi, 2017, ISTANBUL.

3. "Synthesis, characterization and application of graphene/noble metal nanocomposites in
photocatalytic dye elimination processes”. Zengin Kurt B., Bektay MY., Durmus Z.,
Sénmez G., Korkmaz S., 2nd Graphene and Related Technologies: from Laboratory to
Industry, 2015, ISTANBUL.

4. "Nano-Celecoxib With Enhanced Anti-Inflammatory Efficacy”, Sénmez G., Biiyiik
A.S., Kazdal F., Bahadori F., S180-181, P-114., 11th International Symposium on
Pharmaceutical Sciences, 2015, ANKARA.

Burslar

1. 213M462 ve 116Z779 nolu TUBITAK projeleri kapsaminda lisans bursu (2015-2017)
2. Bezmialem Vakif Universitesi Akademik Basar1 Bursu (2013-2017)

3. Kredi ve Yurtlar Kurumu Bursu (2012-2017)

4. OSYM %100 Egitim Bursu (2011-2017)

56



EKLER

EK 1. Kocaeli Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun 18.10.2018 tarih
ve KOU HADYEK 1/7-2018 numaral onayi

TG . . -
| KOCAELI UNIVERSITESI ~EUA

— Ly rdven iy Ajscen
' HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiIK KURULU
! @ RVATORY

Sicanlarda kronik ongérilemeyen hafif stresle indiklenen
ARASTIRMANIN ADI depresyon modelinde propolisin d§renme bellek ve torasik aorta
fonksiyonlar Gzerine etkileri

PROJE NO: SORUMLU ARASTIRMACI | Dog.Dr.Semil Selcen GOCMEZ / Kocaell Universitesi Tip Fakuites
2017/52 UNVANI/ADT KURUMU

Prof.Dr.Tijen UTKAN, Doc.Dr.Yusufhan YAZIR, Vet Hekim ClUneyt
YARDIMCI OZER, Dr.Ogr.Uyesi Fevzi UCKAN, Ars.Gor. Tugice DEMIRTAS
ARASTIRMACILAR SAHIN, Dr.Odr.Uyesi Fatma Ceyla ERALDEMIR, Gilsen CELEBI,
\ Rabia KELOGLAN

| :
DECER;:rgEiRiLEN | DiLeKgE X
|
KARAR 30.111207 tarihli Etik Kurul Oturumunda KOU HADYEK 11/8-2017 karar sayis! lle onaylanmig bulunan
BILGILERT calisma icin talep edllen defisiklikler ve gerekceleri dederlendiriimig olup caligmaya Gulsen CELEBI ve
Rabia KELOGLAN'In eklenmesi uyqun bulunarak onaylanmigtir. S
KARAR NO: KOU HADYEK 1/7 - 2018 | KARAR TARIHI: 18.10,2018

ETIK KURUL UYELERI

UNVANI/ADI SOYADI

sirtMi TOPLANTIYA KARARA KATILMA
ETiK KURUL GOREVI KATILMA imMza
Prof. Dr. Hiisnii EFENDT KocaelIAUnlversltesi (koU) E Katild: jwﬁ N
Baskan Tip Fakultesi Néroloji AD Katilmadi
Dog. Dr. Mine SEHIRALTI KOU Tip Fakaltest Katilds /7 j .
> > I
Bagkan Vekill Tip Tarihi ve Decntole)i AD [ ] Katlmads g /( i
Veteriner Hekim Clneyt Ozer KOU Deneysel Tip Aragtirma ve Katild
Raportér Uygulame Biriml ] Katilmadi
Prof. Dr, Tijen UTKAN KOU Deneysel Tip Arastirma ve ey
Oye Uyguloms Birimi - Kauldi
|| Katlmadi

Tip Fakiitesl Farmakolojl AD

.
Dr.0gr. Uyesi Sabri CORA KOU Dig Hekimlig! Fakiltesi anlds
Oye Endodonti AD Katilmads
r

or.0gr. Uyesi Fevzi UCKAN KOU Fen-Edebiyat Fakoitesi Kauldi
Uye Genel Blyolojl AD B Katilmads - \ )
“Prof. Dr. Zafer CANTURK KOU Tip Fakiites| [ 1 Kattds (
Uye Genel Cerrahi AD [ ] Katilmad: J
Prof. Dr. Melda YARDIMOGLU YILMAZ KOU Tip Fakiies| [ ] Kaulds 2\ \J\N Nay
Oye Mistolojl ve Embriyoiofi AD [ Katiimads \J
Dog. Dr, Canan BAYDEMIR KOU Tip Fakultesi S Katilds 4 >
Uye Blyoistatistik ve Tibdi Bilisim AD Katilmad: &W
Dog Dr, Glrler AKPINAR KOU Tip Fakiltes! Katildi ‘
Oye Tiobl Biyolofi AD ] Katilmads — z HH >
Veteriner Hekim Akin Ziya UNAL Hayvan Hakian Demegi Katilds =
Uye Veterinerier Odas) [ Katiimad: o
Asiye ASLAN Emekil Gretmen || Kauldi %«\)
Oye E Kaulmadi o ot

Kocceli Universites: Hoyvan Deneyleni Yerel Etik Kurulu Sekreterhdi, Umuttepe Yerlegkesi, Esko Lstonbul Yolu 10.km, 41380 Umuttepe / SZMIT
Tel: 0 262 303 70 15; - Foks: 0 262 303 70 03

57



EK 2. Tez Denetleme Listesi

Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmugtir.

o4

g S Q 8§ 9@ 9§ Q@ 8 Q q

Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde

elde edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina damisman adi yazilmamalidir).
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