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1. OZET

Sulu Tiirk Polen Ekstraktinin t-BHP ile Uyarilmis Oksidatif Hasara Kars1

Koruyucu Etkilerinin incelenmesi

Polen cigekli bitkilerden arilar tarafindan toplanarak nektar ve ari salgilari ile
karistirilip iretilen, fitokimyasallar bakimindan zengin igerige sahip toz benzeri dogal
bir ar1 {rlinidiir. Bu dogal {irliniin iceriginde lipidler, karbohidratlar, proteinler,
karotenoidler ve polifenoller gibi bilesikler bulunmaktadir. Polenin bilesimi toplandigi
bolgenin iklimine ve cografik 6zelliklerine bagl olarak farklilik gostermektedir. EsKi
caglardan beri insanoglu poleni soguk alginligi, iilser ve anemi gibi pek ¢ok hastaligin
tedavisinde kullanmakta olup bu driiniiniin antioksidan 6zelligi icerigindeki
flavonoidlerden kaynaklanmaktadir. Arastirmalar sonucu elde edilmesi kolay ve akut
oksidatif hasar calismalar1 icin model hiicre olarak eritrositler sec¢ildi. Tersiyer biitil
hidroperoksit (t-BHP) insan eritrosit hiicrelerinde oksidatif hasara neden olan organik
bir peroksittir. Saglikli bireylerden etik kurul onayi ile alinan kanlardan eritrosit
hiicreleri izole edildi. Elde edilen eritrosit paketi kontrol, sulu Tiirk polen ekstrakti,
pozitif kontrol ve negatif kontrol olarak dort gruba ayrildi. Eritrosit paketlerine
oncelikle ekstrakt muamelesi ve ardindan t-BHP muamelesi ile birlikte negatif
kontrolde olusacak olan hasara karst sulu Tiirk poleninin koruyucu etkileri lipid
peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA), toplam oksidan kapasite
(TOK), toplam antioksidan kapasite (TAK) ve siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(CAT) enzim aktivitelerine gore degerlendirildi. Sulu Tiirk polen ekstrakt grubunda
negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05). Sonug olarak, ilk
defa sulu Tiirk polen ekstraktinin in vitro sartlarda insan eritrosit hiicrelerinde t-BHP ile
uyarilmis oksidatif hasara kars1 koruyucu etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir. Elde
edilen veriler ¢esitli in vitro ve in vivo g¢alismalarin Onciisii niteligindedir. Bu

calismadan polenin alternatif, gida takviyesi olarak kullanilmas1 6ngoriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, Eritrosit, Oksidatif Stres, Polen, t-BHP



2. ABSTRACT

Investigation of Protective Effects of Water Extracts of Turkish Pollen Against
Oxidative Damage Induced by t-BHP

Pollen, collected by bees from flowering plants by mixing with nectar and bee
secretions is a natural bee product which rich in phytochemicals. This natural product
contains compounds such as lipids, carbohydrates, proteins, carotenoids and
polyphenols. The pollen composition differs depending on the climate and geographical
characteristics of the area in which it is collected. Since ancient times, mankind has
been used in the treatment of many diseases such as pollen colds, ulcers and anemia,
and it is known that the antioxidant properties of this product originate from the
flavonoids in the contents. As a result of the investigations, erythrocytes were selected
as model cells for easy and acute oxidative damage studies. Tert-butyl hydroperoxide (t-
BHP) is an organic peroxide that causes oxidative damage in human erythrocyte cells.
The erythrocyte cells were isolated from the blood obtained by the ethical committee
approval from health individuals. The obtained erythrocyte package was divided into
four groups as control, aqueous Turkish pollen extract, positive control and negative
control group. Red blood cell package was made first extraction treatment and then t-
BHP treatment which will occur in the negative control with damage to aqueous of
Turkish pollen extracts protective effects of lipid peroxidation of the final product as
malondialdehyde (MDA), total oxidant capacity (TOC), total antioxidant capacity
(TAC) and superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) enzyme activities. There was a
statistically significant difference in the aqueous of Turkish pollen extract group and the
negative control (p <0.05). As a result, it has been stated for the first time that aqueous
Turkish pollen extract may have protective effect against t-BHP induced oxidative
damage in human erythrocyte cells in vitro. The obtained data is the pioneer of various
in vitro and in vivo studies. It is envisaged that pollen will be used as an alternative food

supplement without this work.

Key Words: Antioxidants, Erythrocyte, Oxidative Stress, Pollen, t-BHP



3.GIRIS ve AMAC

Ar1 trilinleri insanlar tarafindan eski ¢aglardan beri 6nemli bir besin maddesi ve
ilag olarak kullanilmaktadir. Bu iirlinler iiretildigi bolgenin cografik yapisi ve bitkisel
Ozelliklerine bagl olarak degisiklik gostermektedir. Ari {riinleri birgok hastaligin
ilerlemesini  durdurmada, agrilarin azaltilmasinda ve hastaliklarin tedavisinde
kullanilmigtir. Giintimiizde kullanilan sentetik ilaglarin olumsuz etkileri insanlar1 yeni
arayiglara itmistir ve alternatif tamamlayici gidalar ortaya ¢ikmistir. Tamamlayici
gidalar arasinda popiiler olan ve diyetle alinan ar {irtinlerinin igerdikleri fizyolojik aktif
bilesenler nedeniyle hastaliklara karsi etkileri iizerine yapilan arastirmalarin sayisi

stirekli artmaktadir (1, 2).

Bu fonksiyonel ar1 iirlinleri arasinda yaygin olarak kullanilanlardan biri de
polendir. Polen, ¢igekli bitkilerden arilar tarafindan toplanip nektar ve ari salgilar ile
karistirilarak iiretilen, fitokimyasallar bakimindan zengin igerige sahip toz benzeri dogal
bir ar1 Urlinidiir. Polen arilarin biiyiiyiip gelisimlerini tamamlamalarinda ve salgi
bezlerinin gelismesinde gerekli olan baslica protein kaynaklarindan biridir. Polen
yoklugunda ar1 kolonisinin yavru lireterek koloninin devamliligini saglanmasi zordur.
Polen ayn1 zamanda insan metabolizmasi i¢in ¢ok degerlidir. Polen insan viicudu i¢in
gerekli olan aminoasitlerin de tamaminm igermektedir ancak polenin dis kabugundaki
eksin adi verilen bir tabakadan dolayr sindirimi zordur. Polen besinsel ve tibbi
ozellikleri nedeniyle geleneksel tipta, alternatif diyetlerde ve ilave besinlerde uzun
yillardir kullanilmaktadir (3-5).

Polen ayrica soguk alginhigi, grip, {ilser, anemi, kolit, enterit ve alerjik
reaksiyonlarin giderilmesi amaciyla yillardir halk tedavisinde kullanilmaktadir. Polenin
saglik tizerine etkileri ve g¢esitli alanlarda kullanimini incelemek adina bilimsel

caligmalar ve klinik testler yogun bir sekilde devam etmektedir (6).

Polenin yapisinda lipidler, karbohidratlar, proteinler, karotenoidler ve polifenoller
gibi bilesenler bulunmaktadir. Polen tanecikleri 6-200 um ¢apinda, pek ¢ok farkli renk
ve sekilde olabilir. Genellikle sar1, kirmizi, turuncu, mor, yesil, siyah vb. renklerde
gortliir. Polen, besin degerini kaybetmemesi i¢in kuru, karanlik ve soguk yerlerde

muhafaza edilmelidir. Polen -15 °C’de yillarca bozulmadan muhafaza edilebilir (7).



Biyolojik sistemlerdeki elektron alict molekiiller olarak adlandirilan serbest
radikallerin aktif oksijen tlirevlerine oksidanlar denir. Oksidanlar hedef molekiillerden
elektron alarak hedef molekiiliin yapisini ve fonksiyonlarini degistirirler. Oksidanlar
hiicre zarini, DNA ve RNA gibi genetik materyali ve degisik enzimatik olaylar
etkileyerek hiicre hasarlarina neden olurlar. Oksidanlar canli organizmalarda
sitoplazmik, mitokondriyal ve ekstraselliiler formlar1 olan siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzim sistemleri ile
seruloplazmin, transferrin, indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit (vitamin C) ve a-

tokoferol gibi antioksidanlar tarafindan yikilirlar (8, 9).

Polen ayrica cesitli enzimleri, antibiyotikleri ve biyoflavonoidleri yapisinda
bulundurdugundan dolay1 viicut hiicre dokularini reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve gesitli

radikallere kars1 savunmada antioksidan bir sisteme sahiptir (10).

Eritrosit 6rneklerinde olusturulan oksidatif hasarin flavonoid ilavesiyle azaldigin

belirten caligmalarda ¢ogunlukla kuersetin ilavesi 6n plana ¢ikmaktadir (11).

Yapilan literatiir arastirmalarinda insan eritrosit hiicrelerinde, serbest radikal
indiiklii oksidatif hasarlar ve bu hasarlara kars1 sulu Tiirk polen ekstraktinin etkinligini
degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismaya rastlanilmamigtir. Buradan hareketle
hazirlanacak olan sulu Tiirk polen ekstraktinin biyomolekiilleri oksidatif hasara karsi

koruma kapasitesi bu ¢alisma kapsaminda degerlendirilecektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Polen

Polen, cicekli bitkilerden arilar tarafindan toplanarak nektar ve ar1 salgilar ile
kanistirilip tretilen, fitokimyasallar bakimindan zengin igerige sahip toz benzeri dogal

bir ar1 tiriiniidiir (6).

Arilar poleni gesitli bitki ve ¢igeklerden toplarlar, tiikriik salgilarindaki amilaz ve
katalaz gibi enzimlerle karistirirlar, kismen sindirilmis bal ile yogurarak renkli pellet
yapilar1 olustururlar. Pellet haline getirilen polenler, ogul arilar tarafindan besin olarak
kullanilir. Arlar yiyecek bulamadiklarinda poleni besin kaynagi olarak, ayrica ari
ekmegi ve art siitii yapiminda da kullanirlar. Arilarin gelisimleri i¢in gerekli protein

kaynagi polendir (3, 12).

Polenin bilesimi bulundugu bolgedeki bitki tiirlerine, bolgesel kdkene, ekolojik
habitata ve hatta mevsimlere bagli olarak degisir. Bu nedenle, poleninin kimyasal
bilesenleri minimum ve maksimum degerler arasinda biiyiik farklilik gostermektedir.

Polen tanelerinin igerigi mikroskobik 1s1k altinda analiz edilebilir (4).

Polen; arilarin doku, salgi bezi ve diger organlarinin gelisimi i¢in gerekli olan

protein, lipid, sterol, vitamin ve minarelleri saglamada en 6nemli besin maddesidir (5).

Ariciliktan elde edilen iiriinler arasinda eldesi en kolay iiriin olan polenin kullanim
alanlar1 siirekli cogalmaktadir. Arilar ayrica bitkilerin tozlasmasina da katki saglarlar,
aricilik gelistikce tarimsal liretimde gelisecek ve ciceklerdeki tozlasmanin artmasiyla

polen sayis1 da artmus olacak (13).
4.1.1. Polenin Tarihgesi

Yeryiiziinde yapilan birgok arkeolojik kazida Avrupa ve Asya’daki mezolitik
kayalarin tizerinde bulunan resimlerde insanlarin yaklagik sekiz bin yil oncesinde

aricilikla ugrastigr goriilmektedir (14).

Polenin insanlar tarafindan kullanimi uzun bir tarihi siireci barindirmaktadir.
Polen; ilk olarak Cin, Misir ve Yunanistan’da kullanilmaya baslanmistir. Bu
donemlerde polen ilag olarak hekimler tarafindan verilmistir. Ibn el-Beithar poleni
afrodizyak olarak tanimlamis ve ayn1 zamanda mide, bagirsak ve kalbe yararli etkileri

oldugunu, ates diisiiriicii ve bazi yiyecekler ile yenildiginde 6demi azalttifin1i One



stirmiistiir. Misir Sultant’nin doktoru poleni kanama durdurucu, agr1 kesici sedatif bir

tonik olarak kullanmastir (13).

Arthur Dobbs 1750°li yillarda arilarin bir ¢i¢ekten digerine poleni tasidigini
kesfetmistir. Isvecli botanik¢i Linne 1760 yilinda ‘‘Polen” kelimesini kullanmistir.

Latince’de polen “ince toz, un” anlamina gelmektedir (15).
4.1.2. Polenin Fiziksel Ozellikleri

Polen taneleri renk, koku ve sekil bakimindan iiretildikleri bitkiye gore farkli
Ozellikler gostermektedir. Bu tiir ozelliklerle polenin hangi bitkiye ait oldugu

mikroskobik incelemelerle belirlenebilir (12).

Renk: Polen taneleri pek ¢ok farkli renkte olabilir. Renklerini ait oldugu bitki
taneciklerinden alir, ancak polen yiikiiniin heterofloral yapisi, atmosferik nem ve arilar

tarafindan eklenen salgilar ile renklerinde kismi degisiklikler olabilir (16).

Polen tanelerinin rengi, ¢ogunlukla sari tonlarinda olmakla birlikte siyah, mor,
mavi, turuncu, yesil, beyaz, kirmizi ve daha bir¢ok farkli renkte ve tonlarda olabilir.
Polen tanelerinin % 80’1 sar1 ve % 20’si diger renk c¢esitlerini igerir. Renkler polenden
polene farklilik gdstererek polenin kimligini aciklar. Polene rengini veren maddeler

karotenoidler olup polende klorofil bulunmaz.

Koku: Polende bulunan ugucu yag asitleri arilart ve diger bocekleri ¢igeklere
ceken hos bir koku yayarlar. Polen taze iken hos kokulu olup, parlak bir goriiniime

sahiptir. Kurudugunda matlasir ve kokusunu kaybeder (17).

Biiyiikliikk ve sekil: Polen taneleri 6-200 um c¢apinda olup bitkiden bitkiye
farklilik gosterir. Polen taneleri o kadar kiigiiktiir ki 1 graminda en az 14 000 polen
tanesi bulunabilir. Polenin fiziksel 6zellikleri bitki tiiriine, bitkinin yetistigi kosullara,

yer ve toprak karakterine gore degismektedir (3).

Polenin besin degerini kaybetmemesi igin giines 1s1gindan korunmas: gerekir.
Polen kuru, karanlik ve soguk yerlerde muhafaza edilmelidir. Polen oda sicakhiginda

aylarca, -15 °C’de yillarca bozulmadan muhafaza edilebilir (7).



Sekil 1. Armin arka bacaklarindaki polenler ve farkli renkteki polen pelletleri (anonim)
4.1.3. Polenin Kimyasal Ozellikleri ve icerigi

Polen bilesiminde insan sagligi agisindan dnemli maddeler ihtiva eder ve kimyasal
icerigi bitkiden bitkiye degisiklik gosterir. Kromatografi ve spektrofotometri gibi ileri
analitik tekniklerle cesitli bitkisel tiirlerden yaklasik 200 kimyasal polen bileseni
belirlenmistir. Polenin temel bilesenleri % 5-60 protein, % 13-55 karbohidrat, % 4-7

lipid, vitamin ve minarellerden olusmaktadir (18).

Polenin bilesimi incelendiginde miikemmel bir tamamlayict gida takviyesi olarak

kabul edilmektedir (19).

Polende histidin, 16sin, izolosin, lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan ve
valin gibi arilarin ihtiyag duydugu esansiyel aminoasitler ile esansiyel olmayan ancak

gelisime katkisi olan prolin, glisin ve serin gibi aminoasitler de bulunmaktadir (20).

Polendeki karbohidratlar; glukoz, fruktoz ve sakkaroz gibi basit sekerlerin yani

sira nisasta, pektin, seliiloz ve lignin gibi polisakkaritlerden olusmaktadir (17).

Dogada bulunan 6énemli yag asitlerinden biri olan palmitik asit ve ayrica miristik,

linoleik, oleik, stearik ve diger yag asitlerini de bulundurmaktadir (21).

Polende baslica; Provitamin A (karotenoidler), B; vitamini (tiamin), B, vitamini
(riboflavin), B3 vitamini (niasin), Bs vitamini (pantotenik asit), B¢ vitamini (piridoksin),
B, vitamini (siyamoko balamin), C vitamini (askorbik asit), D vitamini, E vitamini, H
vitamini (biyotin) ve K vitamini bulunmaktadir. Bunlar bagigiklik sistemini uyarir, dis

etkenlere kars1 hiicreleri korur, canlinin geng ve zinde kalmasini saglarlar (22, 23).



Minerallerden ise kalsiyum, potasyum, magnezyum, fosfor, demir ve sodyum
polende bulunmaktadir (10).

Polenin yapisinda ayrica gesitli enzimler, antibiyotikler ve biyoflavonoidler de
bulunur. Polen polifenol ve diger antioksidan bilesikleri i¢erdigi i¢in Almanya Federal

Saglik Komisyonu tarafindan ilag olarak kabul edilmistir (12).

Polenin kimyasal yapisi, bitki tiirline, ¢evresel sartlara, bitkinin yasi ve besin

degerine gore degismektedir (24).

2010’daki Bilimsel Gida Komitesi’nin raporlarina gére RDI (Giinliik Gerekli
Alim Miktar1) degerleri hesaplanarak ortalama RDI tablosu olusturulmustur (3, 18).

Polenin genel bilesimi Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1. Polenin genel bilesimi (Campos, 3)

ANA BILESENLER 100 g’daki g* 15 g’daki g* RDI*
(g/giin)
Karbohidratlar
(fruktoz, glukoz, sakkaroz, lifler) 13-55 1-4.6 320
Ham Lifler 0.3-20 0.3-18 30
Protein 10-40 54-22 50
Yag 1-13 0.1-4 80
VITAMINLER 100 g’daki mg* 15 g Polen’in RDI*
% RDI (mg/giin)
Askorbik Asit (C) 7-56 2-15 100
B-Karoten (Provitamin A) 1-20 30 - 600 0.9
Tokoferol (Vitamin E) 4-32 8 - 66 13
Niasin (Bs) 4-11 7-20 15
Piridoksin (Bg) 02-0.7 4-13 1.4
Tiamin (B,) 06-1.3 15-32 1.1
Riboflavin (B,) 06-2 12 -42 1.3
Pantotenik Asit 05-2 2-9 6
Folik Asit 03-1 20 - 67 0.4
Biyotin (H) 0.05 - 0.07 30-42 0.045
MINARELLER
Potasyum (K) 400 - 2000 5-27 2000
Fosfor (P) 80 - 600 1000
Kalsiyum (Ca) 20 - 300 05-7 1100
Magnezyum (Mg) 20 - 300 2-23 350
Cinko (Zn) 3-25 10-79 8.5
Manganez (Mn) 2-11 15-85 35
Demir (Fe) 1.1-17 2-37 12.5
Bakir (Cu) 02-16 4 - 36 1.2




4.1.3.1. Polendeki Fenolik Bilesikler

Polenin biyolojik aktivitesinden sorumlu fenolik asitler ve flavonoidler dogal
antioksidan kaynagidir. Son yillarda, polifenol igeren bitkilerden biyoaktif bilesenlerin
eklenmesine ilgi giderck artmaktadir. Polifenoller ile zenginlestirilmis besinler bir¢ok

hastaligin ¢gogalmasinin 6nlenmesinde etkilidir (25).

Polifenoller, arilarin ¢iceklerdeki polenin antioksidatif etkinligini belirledigi
bilesenlerdir. Bunlarin igerigi % 3-5 arasinda degisir ve ham maddelerin kaynagina

bagl olarak onemli derecede farklilik gosterir (26).

Etkili  antioksidan olan polifenoller viicudumuzun kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve ateroskleroz gibi hastaliklardan korunmasini saglarlar.
Polen fenolik bilesiklerden fenilasetik asit, sinnamik asit, benzoik asit, kafeik asit ve

esterleri igerisinde yer almaktadir (27).

Polendeki fenolik bilesikler 6zgiilliik, nitelik ve niceliksel kararlilik bakimindan
polen yiiklerinin kalitesinin 6nemli bir gostergesidir. Onlarin yapilarina gore, polendeki

fenolik bilesikler, flavonoid ve fenolik asitler arasinda ayrim yapilabilmektedir (28).

Fenolik Asitler: Fenolik asitler polenin biyoaktif bilesenleridir. Polen igerikleri
ortalama % 0.19°dur. Bunlar, ¢esitli yap1 ve 6zellikte bir grup olusturmaktadir. Fenolik
asit molekiilleri bir aromatik halka ve bir karboksil grup igerir. Bunlar arasinda sekil

2’de belirtilen benzoik asit, fenilasetik asit ve sinnamik asiti ayirt edebiliriz.

(0) OH (0] (o) OH

OH V4

R{ R;
R, R, R,

Benzoik asit Fenilasetik asit Sinnamik asit
Sekil 2. Fenolik asitlerin temel yapilar1 (Gawlik, 29)

Sinnamik ve benzoik asitin tlirevleri ¢ok biiyilkk 6nem tasir. Hidroksile edilmis
sinnamik asit tlirevleri, benzoik asit tiirevlerine gore daha etkili antioksidandir. Fenolik

asitlerin antioksidatif aktivitesi; hidroksil gruplarmin sayisi, fonksiyonel gruplarin



yerlestirilmesi ve bunlardan kaynaklanan herhangi bir sterik etkiyle belirlenir. Sinnamik
asit tiirevleri, fenil halkas1 ve karboksil grubu arasinda bir etilen grubunun eklenmesi
nedeniyle benzoik asit tiirevlerine kiyasla daha etkili antioksidandir ve bu da hidrojen

verme yetenegini artirmaktadir (29).

Benzoik asitin monohidroksi tiirevleri, meta-hidroksilasyonda en iyi antioksidatif
ozelliklere sahipken, benzoik asitin dihidroksi tiirevleri orto ve meta hidroksilasyonda
yiiksek antioksidatif aktivite ile karakterize olmustur. Karboksil (-COOH) grubunun
orto-difenolik fonksiyonel gruplara yakin olmasi, meta pozisyonundaki hidrojene

erigilebilirligi etkiler ve bu da en biiyiik antioksidatif etkinligi garanti eder (30).

Polen igerisinde bulunan fenolik bilesikler igerisinde ayrica 3,4-dihidroksibenzoik
asit ve 4-hidroksibenzoik asit gibi fenilpropanoidler ve benzoik asit tiirevleri de

belirlenmistir (31).

Flavonoidler: Polende bulunan polifenoller arasinda flavonoidler en Onemli
bilesik grubunu olusturur. Flavonoidlerin kimyasal yapisi Sekil 3’te gosterilen benzo-y-
piron iskeletine sahip bir difenil propan halka sistemi (Cg-C3-Cg) varligi ile karakterize

edilir.

Sekil 3. Flavonoidlerin temel yapis1 (lriti, 32)

Bir flavonoid yapida C halkasinda C, ve Cj arasinda cift bag bulundugunda
flavonoidin antioksidatif ozellikleri etkilenir. C4 konumundaki bir karbonil grubu,
bilesiklerin hidroksil radikallerini siiplirmesini saglar. C halkasinda C3 konumunda bir
hidroksil (-OH) grubunun bulunmasi lipidlerin peroksidasyonunu engellemesine izin
verir. Hidroksil radikal temizleme kabiliyeti B halkasinda, ozellikle 3' ve 4

konumlarinda bulunan hidroksil gruplarinin sayisi ile artmaktadir. A halkasinda Cs ve
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C7 pozisyonlarinda hidroksil gruplarinin varligi B halkasindaki C3 ve C4’lin yani sira C

halkasindaki Cs’te lipid peroksidasyonunun inhibisyonunu arttirir (32).

Flavonoidler kimyasal yapilar1 nedeniyle yedi gruba ayrilirlar; flavonlar,
flavonollar, flavanonlar, flavanlar, antosiyanlar, izoflavonlar ve kalkonlardir.
Flavonoidler, polende agirlikli olarak glikozitler seklinde, yani bir seker grubuna sahip
olan flavonol glikozit molekiilleri seklinde bulunur. Bir glikozit baginin varligi, sterik

etkiler nedeniyle antioksidatif dzelliklerini azaltir (33).

Polen igeriginde belirli flavonoidlerin varligi, polenin geldigi bitki tiirlerine gore
degisir. Polenin kimyasal bilesimi lizerine yapilan aragtirmalarda, cesitli tiir ve
sekillerde flavonoidler kesfedilmistir. Poleninin temel flavonoidleri sekil 4’te gosterilen

kuersetin, kamferol, mirisetin ve onlarin glikozitleridir.
OH

HO 0

OH

OH O

Kuersetin Kamferol

HO

Mirisetin

Sekil 4. Temel flavonoidlerin yapisi (Rzepecka, 34)

Kuersetinin glikozitler arasindaki ortak kombinasyonu rutin (rutinoside)’dir, yani
kuersetin (3-o-rutinoside)’dir. Seker kismini glukoz ve ramnoz disakkarit olusturur.
Kuersetinin yapisi, onun biyolojik 6zelliklerinden sorumludur. Rutin igeriginin uygun

seviyesi, polen gesitlerinin biyolojik ve beslenme kalitesini belirler (31, 34).
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4.1.4. Polenin Biyolojik Etkileri

Polendeki temel biyolojik bilesenler fenolik asitler, polifenolik bilesikler ve en
cok da glikozit tiirevleri olarak siralanir. Glintimiizde fenolik bilesiklerin antioksidan
Ozellikleri nedeniyle 6nemi artmistir. Birgok arastirmaci polifenollerin indirgeyici ajan

olma, metal selatlama ve serbest radikal siipiiriicii 6zellik gosterdigini kesfetmistir (35).

Polen farkli fizyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip birgok ozellik
barindirmaktadir. Bunlar; antioksidan, anti-inflamatuvar, antikarsinojen, antibakteriyel,
antifungal, antiateroskleroz ve besinsel etkiler gibi gesitli biyolojik 6zelliklerdir. Ayrica,
endojen savunma sistemlerini etkileyerek ve farkli fizyolojik siirecleri diizenleyerek

dolayli koruma saglayabilirler (34, 36).
4.1.4.1. Antioksidan Etkiler

Polenin biyolojik aktivitesini belirleyen 6zellikler yiiksek antioksidan potansiyele

sahip olmasidir. Birgok hastaligin nedeni ROS’un artmasindan kaynaklanmaktadir (27).

Oksidatif stres ile iligkili bu hastaliklar; iltihaplar, iskemi sonrasi reperfiizyon,
romatoid artrit, ateroskleroz, hipertansiyon, diyabet, merkezi sinir sistemi hastaliklari,
gastrointestinal sistem inflamasyonlar1 ve ilserasyonlari, tiimorler, AIDS, oto-
immiinolojik hastaliklar, kistik fibrozis, bobrek hastaliklar1 ve hizlandirilmis yaslanma

sendromlar1 olarak sayilabilir (37).

Oksidatif stres, hiicrelerdeki ROS konsantrasyonundaki artisa bagli olarak ortaya
cikar. ROS hem ekzojen hem de endojen faktorler tarafindan iretilebilir. ROS
seviyelerindeki artig hiicre membrani, DNA hasar1 veya kronik inflamasyonu

indiikleyen cesitli hiicresel tepkilerle baglantilidir (38).

Polen yapisinda bulunan en 6nemli antioksidan molekiiller polifenoller, 6zellikle
de flavonoidlerdir. ROS’lar1 siipiirme ve organik radikalleri ortadan kaldirabilme
yeteneklerinden bagka, oksidasyon reaksiyonlarmi katalizleyen metal iyonlarim

baglayarak komplekslestirebilirler (39).

Insan eritrosit hiicrelerinde ROS’a kars1 bircok savunma sistemi vardir. Ornegin,
endojenik antioksidanlara CAT, SOD ve GSH’1 6rnek verilebilir. Calismalarda ekzojen

beslenme antioksidanlari tarafindan oksidatif stresin azaldig1 gorilmistiir (40, 41).
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Polenin antioksidan etkisi; fenolik maddeler, C ve E vitamini, karotenoidler ve
glutatyon gibi ikincil bitki metabolitlerinin igeriginin yanisira antioksidan enzimlerin
aktivitesine katki saglar. Polende bulunan flavonoidler elektrofillerin inaktivasyonunu

saglar, ayrica serbest radikalleri siipiiriir, ROS ve mutajenleri 6nler (40, 42).

Sinnamik asit tiirevlerinin en etkin fenoliklerden oldugu ve eksikliklerinde
antioksidan aktivitenin ¢arpiCi bir sekilde azaldigi goriilmiistiir. Sinnamik asidin bu
antioksidan aktivitesi sayesinde polen tiiketen canlilarin viicutlar1 yenilenmis ve hayatta

kalma stireleri uzamistir (3).

Polen ekstraktlarin, antioksidan aktiviteleri sayesinde eritrositlerde lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. (43).

4.1.4.2. Anti-inflamatuvar Etkiler

Polen bilesenleri; makrofajlar, B ve T lenfositleri, hepatositler, mast hiicreleri,
bazofiller, notrofiller ve eozinofiller gibi bir¢ok hiicrede patojenlere ve inflamatuvar

stireglere kars1 konak¢1 savunmada dnemli bir rol tistlenmislerdir (42).

Flavonoidlerin anti-inflamatuvar etkisi, arasidonik asit metabolizmasini inhibe
edebilen kuersetinden kaynaklanabilir. Arasidonik asit seviyesindeki diisilis, pro-

inflamatuvar prostaglandin seviyesini diisiiriir ve anti-inflamatuvar etki saglar (44).

Anti-inflamatuvar etki mekanizmasi, bu siiregte aktif olan yag asitleri ve
fitosterollerin varligi ile de iliskilidir. Polenin kardiyovaskiiler ve bobrek kaynakli

sisliklerin giderilmesinde etkili oldugu goriilmistiir (45).

Genel olarak polenin anti-inflamatuvar aktivitesi, naproksen, analgin, fenilbiitazon
ve indometasin gibi steroidal olmayan anti-inflamatuvar ilaglarla karsilastirilir. Polen

konvansiyonel tedavide astimi olan hastalar i¢in faydalidir (42).
4.1.4.3. Antikarsinojen Etkiler

Polen 6zleri fenolik bilesenlerin yanisira fenolik olmayan antioksidanlar sayesinde
bircok tiimore karsi sitotoksik ozellikler sergiler. Brassica campestris Linn (Bcl-2)
polen ekstraktlarinin insan prostat kanseri hiicrelerinin canliligr iizerindeki etkileri
tizerine yapilan bir ¢alismada, bir kloroform ekstraktinin steroid fraksiyonun kaspaz-3
enzim aktivitesini 6nemli Olglide arttirdigini ve anti-apoptotik proteinlerden Bcl-2

ekspresyonunda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar sayesinde, insan
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androjenden bagimsiz prostat kanserinin prostaglandin-3 (PC-3) hiicrelerine karsi
sitotoksisiteye neden oldugu, bunun da apoptoza yol agtig1 belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar, Bcl-2’nin polen kloroform ekstraktinin steroid fraksiyonunun ileri prostat

kanseri tedavisi igin umut verici bir aday olabilecegini gostermistir (46).

Polen bazi kanser tiplerinde antimutajenik ozellikler gdstermektedir.
Antikarsinojenik aktiviteler, ROS’un kaldirilmas1 veya inaktivasyonu ile yapilabilir.
Polen ile tedavi edilen kanser hiicreleri icindeki solunum patlamasinin inhibisyonu

muhtemelen antioksidan potansiyeli ile iliskilidir (42).

Polen ekstraktlarinin farkli hiicre dizilerinin inhibisyonu iizerindeki etkisi, K-562

hiicreleri ve 16semi hiicrelerinde galigilmistir (47).

Hiicre kiiltiirlerinden elde edilen sonuglara uygun olarak, farkli tiirde bilesiklere
ozellikle fenolik asitler ve flavonoidlere sahip polen Ozlerinin hiicre biiylimesinin
kontroliine yardimci oldugu ileri siiriilebilir. Polen bagisiklik sistemini gii¢clendirmede

ve gelistirmede etkilidir (48).
4.1.4.4. Antibakteriyel ve Antifungal Etkiler

Polenin etanol ekstraktlari, patojenik gram (+) ve gram (-) bakterilere ve patojenik
mantarlara kars1 oldukga giiglii antibiyotik 6zellikler gosterir. Flavonoidlerin bakteriler
tizerindeki etkileri, metabolizmalarindaki bozulmalar ile baglantilidir. Bu mekanizma
hiicre duvari biitlinliigiliniin bozulmasina, iyon kanallarinin bloke edilmesine ve elektron
transport  zincirindeki  (ETS) elektron akisinin  engellenmesine yol acar.
Adenozintrifosfat (ATP) sentezi ile elektron transport zincirindeki elektron akisi
engellenerek polipeptidler, hiicre zari enzimleri ve bakteriyel hiicre duvarlariyla

kompleks olustururlar (49).

Mikrobiyolojik aktivitenin fenolik asitler ve flavonoidler ile iliskili oldugu
goriilmistiir. Flavonoidlerin tiirevleri ve fenollerin bakteri ve mantar hiicrelerine
etkisiyle sitoplazma membran1 bozulur ve bu da potasyum iyonlarinin kaybina ve hiicre

otolizinin baglamasina yol acar (50).
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4.1.4.5. Antiaterosklerotik Etkiler

Polen ekstraktlar1 lipidlerin, triagilgliseroliin ve kolesteroliin igerigini azaltarak
hipolipidemik aktiviteye sahip olur. Bu nedenle, kardiyovaskiiler hastaliklarda faydali
etkiler gosterir (51).

Polen ilavesi, kardiyovaskiiler hastalarda kan viskozitesini digiiriir ve

aterosklerotik plak olusum siddetini ve trombosit agregasyonunu azaltir (42).

Polenin bu etkileri polende bulunan ve trombosit agregasyonunun ana inhibitori
olan PC-3’iin onciisii olarak islev géren serbest yag asitleri formlariyla (omega-3, a-
ALA) iligkilidir. Ayrica, polen tiiketimi sonrasinda artmis fibrinolitik sistem aktivitesi

teyit edilmistir. Bu tiir 6zellikler kalp hastaliklarindan ve beyin fel¢lerinden korur (45).
4.1.4.6. Antianemik Etkiler

Polen, demir eksikliginin olumsuz etkilerini 6nemli dlcilide azaltabilir ve boylece
antianemik etkiler gosterebilir. Polenin demir, kalsiyum, fosfor ve magnezyum
metabolizmast tizerindeki etkileri, deneysel bir anemi modeli olarak kabul edilen
nutrisyonel demir eksikligi olan siganlarda, polen desteginin kan trombosit sayisinin
azalmasina ve hemoglobin diizeyinde artisa neden olur. Ayrica magnezyum, kalsiyum
ve fosfor metabolizmasi tizerinde faydali etkilerinin yani sira kilo artigini da saglar. Test
edilen ar1 trlinlerinin, demir eksikliginin olumsuz sonuglarini biiyiik oranda azalttigi,
onaricl etkisi oldugu ve beslenmede demir emilimini ve kullanimini gelistirdigi

gbzlenmistir (10).

Farelerde ve siganlarda hemolitik anemi durumunda polenin yararli etkisi
kanitlanmistir. Polenin hematopoitik sistem uyarimina neden oldugu ve hayvanlardaki

beyaz kan hiicrelerinin seviyesini diislirdiigli gozlenmistir (52).
4.1.4.7. Besinsel Etkiler

Polenin besin degeri goz oOniline alindiginda oOncelikle besleyici bir protein
kaynagidir. Kuru iirtin kiitlesi ortalama % 23.9 protein igerigine sahiptir. Farkli bitkisel
kaynakli polenlerdeki protein igerigi degismesine ragmen polendeki ortalama protein
miktar1 benzerdir. Polonya’nin polen protein icerigi % 20.7, Ispanya’nin % 17, Kore’nin
% 20.7, Cin’in % 23.7 ve Brezilya’nin % 21.4°tiir. Ulkemizde bdyle bir siniflandirma
heniiz yapilmamistir (53).
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Hayvanlar ve insanlara polen takviyesinin, polenin molekiiler boyuttaki etkisi
protein metabolizmasinin diizenlenmesi ve arttirilmasi ile baglantili oldugundan kétii

beslenmelerin iyilestirilmesinde faydali oldugu goriilmiistiir (18).

Polen, beslenme yetersizliginden kurtulma konusunda zorluk ¢eken ve esansiyel
amino asitler, yag asitleri ve mikro besleyicilere ¢ok fazla ihtiyaci olan yasl bireyler

icin ozellikle uygundur (46).

Besince zengin olan polen, kemoterapi veya radyoterapinin yan etkilerini
azaltabilir ve hastalar1 daha hizli iyilestirebilir. Diizenli olarak taze polen alimu, fiziksel

ve zihinsel olarak agir kosullar altinda calisanlara da faydali olmaktadir (45).

Polen ile diyet takviyesi kas fonksiyonunu giiglendirir ve viicut kiitlesini artirir.
Ustelik, polen takviyeleri, probiyotik canliligi olumlu ydnde etkiler ve fermante siit

igeceklerinin viskozitesini de artirir (54).
4.2. Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerde elektron alici molekiillere serbest radikaller denir. Serbest
radikaller son ydriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron tasiyan, yiiksek

enerjili atom veya molekiillerdir (55-57).

Serbest radikallerin aktif oksijen tiirevlerine oksidanlar denir. Oksidanlar hedef
molekiillerden elektron alarak, bu hedef molekiillerin yapisint ve fonksiyonlarini
degistirir. Ayrica hiicre membranini, DNA ve RNA gibi genetik materyalleri ve degisik
enzimatik olaylar1 etkileyerek hiicre hasarlarma yol agarlar. Biyolojik membranlar
oksidanlarin saldirilarina kars1t duyarhidirlar. Lipid peroksidasyonun en Onemli
tirtinlerinden olan MDA, hiicre membraninda iyon aligverigine etki ederek membrandaki
bilesiklerin capraz baglanmasina yol agip, iyon gegirgenligi ve enzim aktivitesinin
degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur (8).

Serbest radikaller pozitif ve negatif yiiklii veya elektriksel olarak nétr olabilirler.

Serbest radikaller elektron transferi, enerji iiretimi gibi islevlere de sahiptir fakat

kontrolsiiz davraniglar1 hiicrede hasara yol agmaktadir (58).

Ayrica eslenmemis elektron bulundurduklarindan dolay: diger maddelerle kolayca
reaksiyon verebilirler. Serbest radikaller Kkararli hale gelebilmek icin diger

molekiillerden elektron alirlar. Diger atom veya molekiiller elektron ciftleri bulundursa
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da kararli bir yapiya sahip olduklarindan dolay1 reaksiyonlara girme egilimleri serbest
radikaller kadar yiiksek degildir. Tablo 2’de gosterilen molekiiller nonradikaller olarak

tanimlanirlar (9).

Tablo 2. Serbest reaktif oksijen tiirleri (Valko, 9)

Radikaller Nonradikaller

Stiperoksit (O2") Hidrojen peroksit (H,O5)
Hidroksil (OH") Hipokloréz asit (HOCI)
Peroksil (ROy) Ozon (O3y)

Alkoksil (RO) Singlet Oksijen (O)
Hidroperoksil (HOy) Peroksinitrit (ONOQ)
Nitrik oksit (NO) Hidroperoksit (L(R)OOH)

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin en dnemlisi oksijendir. Ancak azot,
karbon ve kiikiirt kaynakli serbest radikaller de mevcuttur. Elektron tagima zincirinde
meydana gelen elektron sizintistyla molekiiler oksijenin tamami suya doniismek yerine

% 1-3’1iik bir kismi da stiperoksit radikaline (O, ") doniismektedir (59).

Molekiiler oksijenin bir elektron almasiyla O, , iki elektron almasiyla H,0,, ii¢
elektron almasiyla OH™ radikali ve dort elektron almasiyla ise H,O molekiilii

olusmaktadir.

4e”

O, 1 » 02"21Te'+> H,0, 1¢ 5 - O 1% 1,0

Sekil 5. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (Song, 60)
Biyolojik sistemlerdeki serbest radikaller elektron transferleriyle olusmaktadir.
Reaktif oksijen tiirleri, reaktif azot tiirleri ve diger reaktifler olarak ayrilir (60).
4.2.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Organizmadaki serbest radikaller hiicrelerde hem endojen hem de ekzojen kaynaklara

bagli olarak olusurlar. Tablo 3’te hiicredeki serbest radikal kaynaklar1 verilmistir (61).
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Tablo 3. Serbest radikal kaynaklar1 (Kavas, 61)

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
Mitokondriyal elektron transport zinciri Ilag oksidasyonlari

Kloroplast elektron transport zinciri Iyonize radyasyon

Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz Glines 15181

Triptofan dioksijenez X-1g1nlar1

Galaktoz oksidaz UV-1sinlari

Siklooksijenaz Egzos gazlar

Lipooksijenaz Glutatyonu okside eden maddeler
Fagositik hiicreler Sigara dumani

Notrofiller, monosit ve makrofajlar Kiikiirtdioksit

4.2.2. Serbest Radikal Tiirleri
4.2.2.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Aerobik hiicrelerdeki enerji metabolizmasinda ve oksidasyon sirasinda oksidazlar
gibi baz1 enzimlerin aktivitesiyle oksijen molekiilii bir elektron alarak indirgenir ve

serbest stiperoksit radikal anyonu (O, ") meydana gelir.

02 + € — 02'_

Oksidatif hasarda nadiren rol almalarmin nedeni hizli bir sekilde SOD enzimi
tarafindan hidrojen perokside doniistiiriilmeleridir. Siiperoksit radikallerinin asil
zararlari, yukarida da bahsedildigi gibi hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metalleri
iyonlarinin indirgeyicisi olmalaridir. Siiperoksit anyonu hem yiikseltgeyici hem de

indirgeyici 6zellige sahiptir (62).
0" + O + 2H"'— » H,0, + 0O,

4.2.2.2. Tersiyer Biitil Hidroperoksit (t-BHP)

Organik bir hidroperoksit olan t-BHP, oksidatif hiicre hasar1 mekanizmalarin
kapsayan c¢aligmalarda siklikla kullanilan bir bilesik olup agik formiilii Sekil 6’da
verilmistir. Organik hidroperoksitler alkil radikallerine bir oksijen eklenmesi veya

peroksil radikallerinden bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi sonucu olusurlar. t-BHP
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diger alkoksil ya da peroksil radikallerine ayrigabilir ve bu durum lipid peroksidasyon
zincir reaksiyonlarini hizlandirabilir. Bu ayrigma reaksiyonlar1 metal iyonlar1 ve onlarin
kompleksleri vasitasiyla gerceklesir. t-BHP kaynakli toksisitenin nedenleri i¢in 6nerilen
etki mekanizmalar1 sOyledir; intraseliiler kalsiyum dengesindeki degisiklikler, glutatyon
ve protein tiyol diizeyindeki azalma, DNA tek zincir kiriklarmin olusumu, lipid
peroksidasyonunun baslamasi, tersiyer biitoksil radikallerinin olusmasi ve t-BHP
kaynakli genotoksisitedir. Bir gecis metali aracilikli reaksiyon ile H,O, gibi degisik
tipteki ROS’larin iiretimiyle sonuglanan bir siiregtir (63, 64).

H,C  'CHj

Sekil 6. t-BHP’nin agik kimyasal formiilii (Lima, 63)

4.2.2.3. Hidroksil Radikali (OH')

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir. Yar1
omrii yaklagik 10° s olan oldukga giiclii bir oksidandir. Bilinen en toksik radikal
olmakla birlikte lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi hemen hemen biitiin

makromolekiilleri okside edebilmektedir (65).

Redoks metal iyonlart OH ’ni olusturmak i¢in H,O; ile birlikte reaksiyona girerler.
Ayrica siiperoksit radikali Haber-Weiss reaksiyonu ile OH ’ne doniisebilmektedir.

Fe™? + H,O,—» Fe™+OH+OH
Cu++ H202 —_— Cll+2 -+ OH +~OH

4.2.2.4. Hidrojen Peroksit (H20,)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron alarak veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu hidrojen peroksit meydana gelir. Peroksit iki
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi olusturur. Hidrojen peroksit, bir serbest
radikal degildir. Fakat biyolojik membranlara etki edebilir. Hiicre i¢i sinyal molekiilii
olarak da gorev yapabilir. Hiicrelerde H,O2’nin tiretimi siiperoksit radikalinden SOD
enzimi katalizorliigh ile gerceklestirilirken, eliminasyonu ise CAT ve GPx enzimleri
tarafindan saglanmaktadir. Antioksidan enzim aktivitelerinin degerlendirilmesinde

SOD, CAT ve GPx seviyelerine ¢esitli yontemlerle bakildigr goriilmektedir (66).
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Hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirlerinden biri olup c¢esitli mekanizmalarla
kendisinden daha reaktif olan yapilara doniisebilir, enzim aktivasyonu, gen

ekspresyonu, apoptoz ve hiicresel hasari igeren sinyalleri baslatabilir (67).
4.2.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, bagisiklik sistemindeki notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin
savunma mekanizmasinda gerekli olsa da fazla iiretildiklerinde doku hasar1 ve hiicre

Oliimii ile sonuglanmaktadir (68).

Ayrica hiicre membran proteinlerini bozarak membran lipid ve proteinlerini yok
ederler ve hiicre membranini sertlestirerek hiicre fonksiyonunu engellerler. Bagisiklik
sistemindeki hiicreleri de yok ederek bagisiklik sistemini zayiflatirlar ve enzimlerini
inaktive ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller gegirgenligi bozarak

hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu artirirlar (69).

Canli organizmalarda serbest radikal hasarina karst organ ve dokulart korumak
icin SOD, GPx, Glutatyon S-transferaz (GST) ve CAT enzim sistemleri ile flavonoidler,
seruloplazmin, transferrin, GSH, askorbik asit, B-karoten ve a-tokoferol gibi son derece

kompleks enzimatik olmayan antioksidan sistemler mevcuttur (9, 70).

Son yillarda yapilan caligmalarda, serbest radikallerin miyokard enfarktiisii,
iskemi, ateroskleroz, norolojik ve kas hastaliklari, astim, diyabet, katarakt, yaslanma ve

kanser gibi birgok hastalikla iligkili oldugu goriilmektedir (71).
4.3. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile ortadan kaldirilma hiz1 bir denge
icerisindedir. Bu denge bozulmadig siirece organizma serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Viicudumuzda olusan serbest radikallerle antioksidan savunma
sistemi arasinda meydana gelen dengesizlige oksidatif stres denilmektedir. Bu dengenin
bozulmasi doku hasarina sebep olmaktadir. Oksidatif stres pek ¢ok serbest oksijen
radikallerinin olusumuna yol agtig1 gibi olusan radikal ajanlar enzimlerin inhibisyonuna,
lipid peroksidasyonuna, DNA hasar1 gibi bozukluklara da yol agmaktadir (72-74).

Son yillarda sistemik oksidatif stres derecesini belirlemek icin serum ve
eritrositlerde; lipid peroksidasyonun son iiriinii MDA, protein oksidasyonu gostergesi

olarak nitrotirozin, DNA hasar1 belirteci olarak 8-oksoguanin, toplam oksidan kapasite
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(TOK) ve toplam antioksidan kapasite (TAK) gibi belirtegler kullanilmaktadir (75, 76).

Sekil 7°de gosterilen MDA, iki veya daha fazla ¢ift bag iceren doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan aldehit yapili bir yan tiriindiir. Serbest amino
asitler ve proteinlerle Schiff bazi olusturabilir ve elektrofilik yapisindan dolay1 oldukca
reaktif bir molekiildiir. Kimyasal olarak ROS’tan daha kararli olup membrandan

kolayca gecebilmektedir (77).

"

Sekil 7. Malondialdehitin kimyasal yapisi (Ayala, 77)
MDA miktari, lipid peroksidasyonunun derecesini gosterir. Ayrica lipidlerin
oksidatif yikiminin ve doku hasarinin belirteci olarak da kullanilmaktadir (78).
4.3.1. Antioksidan Etki Mekanizmalari
Antioksidanlar, oksidan molekiillerin organizmaya zararlarin1 dort yolla engeller:
4.3.1.1. Siipiiriicii (scavenging) etki

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari daha zayif bir molekiile ¢evirme

islemidir. Antioksidan enzimler ve fenolik bilesikler bu tipte etki gosterirler.
4.3.1.2. Bastiric1 (quencher) etki

Bu etki, oksidan maddelere bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltir ve inaktif

hale doniistiiriir, cogunlukla flavonoidler bu etkiye sahiptirler.
4.3.1.3. Onarici (repair) etki

Oksidanlarin olusturdugu hasar1 ortadan kaldirma seklinde etki gostermektedir.
Antioksidan o6zellige sahip polifenolik bilesikler, DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini

ve ekspresyonlarinin indiiklemesini gerceklestirirler.
4.3.1.4. Zincir kiric1 (Chain breaking) etki

Serbest oksijen radikallerini baglayarak, zincirlerini kirip fonksiyonlarini engeller.

Bu etkiyi hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller gdsterir (79).
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4.3.2. Antioksidan Enzimler
4.3.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1) siiperoksit serbest radikal anyonunu hidrojen peroksite

katalizleyen antioksidan enzimdir.
02'_ + 02’_+ 2H+ —»SOD H202 + 02

SOD, siiperoksit radikalinin detoksifikasyonuna giden yolun birinci basamagini
olusturur. Ikinci basamak katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan H,O,’nin

suya donilisiimiinii saglanmaktadir. Bu sekilde detoksifikasyon gergeklesir (80).

4.3.2.2. Katalaz (CAT)

CAT (EC 1.11.1.6) 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Tiim alt
birimlerde enzim kararliliginda rol oynayan NADPH icermektedir. CAT oksijenli
solunum yapan ve sitokrom sistemi igeren tiim hiicrelerde bulunmaktadir. Hidrojen
peroksiti, oksijen ve suya parcalar. CAT’in karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar

ve eritrositlerde aktivitesi yiiksektir (81).
H,0, AT% 2 H,O + 2 O,

CAT, fizyolojik sartlarda H,O,’nin konsantrasyonunu diizenleyerek hiicrelerde

birikimini engeller ve hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (82).
4.3.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px (EC 1.11.1.9) dort selenyum igeren tetramerik yapida sitozolik bir
enzimdir. CAT gibi hiicrede H,0,’nin temizlenmesinde kullanilir ve hiicreyi oksidatif
hasara kars1 korur. Karaciger ve eritrositte bolca bulunmaktadir. GSH-Px; H,0, ve lipit
hidroperoksitlerinin indirgenmesini katalizler. Bu sekilde memeli hiicreleri oksidatif
hasara karsi korunmaktadir. GSH-Px enzimi H,O;’nin indirgenmesi reaksiyonunda
GSH’1 elektron vericisi olarak kullanir ve olusan okside glutatyon (GSSG), NADPH

bagimli glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan rejenere edilir (83).

2 GSH+ H,0, + NADP 5 GSSG+2 H,0 + NADPH,

ROOH + 2 GSH "™ ROH+ GSSG + H,O
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg

5.1.1. Kullanilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Bu tez c¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar gerecleri ve malzemeler

Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlar, laboratuvar geregleri ve malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme Marka

Calkalayici Niive, SL 350
Dondurucu Argelik, Altus (-20 °C), Termoelectron Corporation (-80 °C)
Etiiv Gallenkamp

Hassas Terazi

Inkiibator

Karistici

Manyetik Karistiric
Mikropleyt Okuyucu
Otomatik Pipet 0.5-10 uL
Otomatik Pipet 100-1000 puL
Otomatik Pipet 10-100 puL
Otomatik Pipet 1-5 mL
Otomatik Pipet 20-200 puL
pH-metre

Santrifiij

Sogutmali santrifiij

Mettler Toledo, AB204-S
Shel Lab Shaking Incubator, Heraeus
Ika Vortex Genius 3

Ikamag RH

Versa Max Microplate Reader
Eppendorf
Socorex
Socorex

Eppendorf

Eppendorf

Hanna Instruments HI 2211
Eppendorf 5810
Beckman Coulter Allegra 64R
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5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve c¢ozeltiler Tablo 5°te

verilmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Kullamlan Kimyasal Madde/Cozelti Marka
Amonyum siilfat Merck
Bakir (IT) Kloriir (CuCly) Sigma
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma
Disodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO,) Merck
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma
Etanol Sigma
Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) Merck
Gliserol Sigma
Hidrojen Peroksit (H202) Sigma
Kloroform Merck
Ksantin Sigma
Ksantin Oksidaz Sigma
Kuersetin Sigma
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,POy) Merck
Sodyum Bikarbonat (NaHCO53) Merck
Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO,) Merck
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma
Sodyum Karbonat (Na,COg) Merck
Sodyum Kloriir (NaCI) Merck
Sodyum meta-arsenit Merck
Siiperoksit Dismutaz (SOD) Standart1 Sigma
Tersiyer-Biitil hidroperoksit (t-BHP) Sigma
Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma
Trikloro Asetik Asit (TCA) Sigma
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5.2. Yontem
5.2.1. Sulu Tiirk Polen Ekstraktinin Hazirlanmasi

Tirkiye’nin g¢esitli yoOrelerinden toplanan polen ornekleri bir araya getirilip
kanistirildi ve Tirk poleni toz karisimi elde edildi. Tiirk poleni numunelerinden 0.5’er
gram almarak falkon tiipiine aktarildi ve 10 mL su ilave edilerek vortekslendi. Ornekler
daha sonra calkalayici inkiibatorde 60 °C’de 24 saat siireyle siirekli ¢alkalanarak inkiibe
edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi ekstraktlar santrifiij yapilarak siizge¢ kagidi
yardimiyla siiziildii. Boylece 50 mg/mL konsantrasyonda stok ekstraktlar hazirlandi ve

denemelerde kullanilmak iizere buzdolabinda -20 °C’de karanlikta saklandi.
5.2.2. Eritrosit Hiicre izolasyonu

Etik kurul onayr alindiktan sonra, KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Laboratuvari’nda calisan 15 goniilliden (sigara, alkol, ila¢g kullanmayan, kronik
rahatsizlig1 olmayan, agir egzersiz yapmayan) onam formu esliginde 3’er adet EDTA’l1
tiipe (eritrosit eldesi i¢in) kan ornegi alindi. Alinan kanlar 1690 x g’de 10 dakika
santrifiij edilip siipernatantlari ayrildi. Siipernatantlari ayrilan kanlara hacimlerinin 2
katina kadar izotonik tuz ¢ozeltisi ilave edildi, tiipler birka¢ defa hafifce ters-diiz edilip
santrifiij edildi. Ara yiizeyde beyaz bir tabaka seklinde duran l6kositler ve iist kisim
uzaklastirildi. Bu yikama islemi iist kisim berraklasana kadar devam ettirilerek eritrosit
paketleri hazirlandi.  Eritrosit paketlerinin  KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvari’nda hematokrit (Hct) ve hemoglobin (Hb) degerleri 6l¢iildii. Hematokrit
orani deneylerde % 10 olacak sekilde % 0.9’luk NaCl ile seyreltildi. Hazirlanan eritrosit
paketleri aligotlanip 4 °C’de saklandu.

Kullanilan Cozeltiler

%0.9’luk NaCl: 9 g NaCl tartilip bir miktar saf su ile ¢oziilip hacmi 1 L’ye

tamamlandi.
5.2.3. Tersiyer Biitil Hidroperoksit (t-BHP) Hazirlanmasi
1 987.8 uL PBS steril 15 mL’lik falkon tiipe alind1. Uzerine stok t-BHP sisesinden

(7 989 M) 12.5 pL konuldu ve iyice vortekslenerek tamamen ¢oziinmesi saglandi.

Boylece 50 000 uM konsantrasyonda ara stok olusturuldu.
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Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tamponlu Tuz Coézeltisi (PBS): 1.76 mL 0.5 M KH,PO, ¢ozeltisi ve 6.08
mL 0.5 M Ky;HPO, ¢ozeltisi %0.9°1luk NaCl ¢ozeltisinde karistirilip pH 7.4’e ayarlandi

ve ¢ozeltinin hacmi 1 L’ye tamamlanda.
5.2.4. Kuersetin Hazirlanmasi

1 mg kuersetin numunesi tartildt ve 1 mL DMSO ¢ozeltisi ilavesiyle
vortekslenerek tamamen ¢6ziinmesi saglandi. 1 000 ug/mL’lik ¢alisma stogu hazirlandi.

Daha sonra bu stoktan ¢esitli konsantrasyonlarda ara stoklar hazirlandi.
5.2.5. Deneyde Kullanilacak t-BHP Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak olan t-BHP dozunun bulunmasi i¢in farkli dozlarda t-BHP
hazirlandi. Optimum hasar1 olusturacak oksidan konsantrasyonunu bulmak igin eritrosit
paketleri iizerine gesitli konsantrasyonlarda t-BHP eklenip, 1 saat 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Daha sonra eritrosit paketlerinde MDA o6l¢iimii gergeklestirilerek kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p<0.05) hasar olusturan 750 puM t-BHP

konsantrasyonu secildi (Sonuglar EK 1°de verilmistir).
5.2.6. Deneyde Kullanilacak Sulu Tiirk Poleni Konsantrasyonunun Belirlenmesi

50 mg/mL’lik sulu Tiirk poleni ekstraktindan c¢esitli konsantrasyonlarda ara
stoklar hazirlandi. Eritrosit paketlerinin tizerine gesitli konsantrasyonlarda sulu Tiirk
poleni eklenip, 2 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Onceden belirlemis oldugumuz
dozda t-BHP eklenerek 1 saat daha 37 °C’de inkiibe edilip, MDA &lgiimii
gergeklestirildi. MDA sonuglarina gére optimum t-BHP’nin olusturdugu hasar1 kontrol
grubuna en yakin seviyede sonug aldigimiz konsantrasyon olan 5 000 ug/mL segildi

(Sonuglar EK 2’de verilmistir).
5.2.7. Deneyde Kullanmilacak Kuersetin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

1 mg/mL’lik kuersetin ekstraktindan g¢esitli konsantrasyonlarda ara stoklar
hazirlandi. Eritrosit paketlerinin {izerine c¢esitli konsantrasyonlarda (1-10 pg/mL)
kuersetin eklenip, 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra 750 pM t-BHP
eklenerek 1 saat daha 37°C’de inkiibe edilip, MDA o&lciimii gerceklestirildi. MDA

sonuglarina gére hem t-BHP’nin olusturdugu hasar1 kontrol grubuyla ayni seviyede
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sonu¢ aldigimiz hem de negatif kontrole gore anlamli derecede diisiik (p<0.05)

konsantrasyon olan 2 ug/mL segildi (Sonuglar EK 3’de verilmistir).
5.2.8. Deney Gruplar
Deney gruplari Tablo 6’da olusturuldu. Pipetlemeler uL olarak yapildi.

Tablo 6. Deney gruplari

Hacim (uL) Kontrol  Sulu Tiirk Pozitif Kontrol  Negatif
Grubu Poleni (Kuersetin) Kontrol
Grubu Grubu (t-BHP)
Eritrosit
Hemolizat 2000 1694.6 1967.6 1969.6

(Hct: %10)

Sulu Tiirk
Poleni - 225 - -
(5000 pg/mL)

Kuersetin
(2 pg/mL) - - 2 -

37 °C’de 2 saat karanlikta inkiibasyona birakildu.
t-BHP
(750 pM) - 30.4 30.4 30.4

37 °C’ de 1 saat karanlikta inkiibasyona birakildi.

5.2.9. Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Stiperoksit dismutaz aktivitesi, Sun ve Oberley (84) metoduna gore yapildi. Bu
metod, ksantin-ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu siiperoksit radikallerinin nitro
blue tetrazolium (NBT) u indirgeyerek olusturdugu mavi-mor rengin 560 nm’de verdigi
absorbansin spektrofotometrik olarak oOlcililmesidir. Eritrositlerdeki SOD’un ortamdaki
stiperoksit radikallerini uzaklagtirmast sonucu optik dansitede meydana gelen

azalmadan SOD tarafindan katalizlenen reaksiyonun % inhibisyonu hesaplandi.
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Kullanilan Cozeltiler
Etanol:Kloroform Karisimi (5:3): 50 mL etanol 30 mL kloroformla karistirilda.
0.3 mmol/L Ksantin Cazeltisi: 3.65 mg ksantin 80 mL deiyonize suda ¢oziildii.
0.6 mmol/L EDTA Cozeltisi: 8.93 mg EDTA 40 mL deiyonize suda ¢oziildii.

150 pL. NBT Cozeltisi: 4.9 mg NBT 40 mL deiyonize suda ¢oziildii. NBT giinliik

olarak taze hazirlandi.
400 mM Na,COj3; Cozeltisi: 1.01 g Na,CO3 24 mL deiyonize suda ¢oziildii.
0.5 g/L BSA: 24 mL deiyonize suda 12 mg BSA ¢ozildii.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cézeltisi: 3.3 U/mL’lik orjinal siseden 101 pL alinip 2

mL’ye amonyum siilfatla tamamlandi. Ksantin oksidaz giinliik hazirlandu.

0.8 mmol/L CuCl, Cozeltisi: 5.37 mg CuCl, 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.

Ginluk taze hazirlandi.

2 mol/L Amonyum Siilfat: 2.64 g amonyum siilfat 10 mL deiyonize suda

¢Ozildii.

SOD Standartlari: 20, 16, 0.5, 0.313, 0.125 U/mL’lik SOD standartlar1 ve kor

¢Ozeltisi hazirlandi.

Reaksiyon Karisimi: 80 mL 0.3 mM ksantin ¢6zeltisi, 40 mL 0.6 mM EDTA
¢ozeltisi, 40 mL 150 uM NBT ¢ozeltisi, 24 mL 400 mM Na,COj3 ¢ozeltisi, 12 mL 1g/L
BSA karistirildi. Reaksiyon karigimi hazirlanirken hacimler hesaplanip biitiin maddeler

ayni kapta karistirildi.
Deneyin Yapihisi

100 puL eritrosit paketi 900 pL soguk saf su ile karistirilip hemoliz edildi. Elde
edilen hemolizata 800 pL etanol:kloroform (5:3) karistmi eklenip vortekslendi. 18 000
g’de 4 °C’de bir saat santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant SOD ve CAT aktivitesinin
yani sira TAK ve TOK 6l¢limiinde kullanildi.
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Tablo 7. SOD aktivitesi 6l¢timii

Cozeltiler Hacim (mL)
Reaksiyon karigimi 1.225
Stipernatant 0.25
Ksantin oksidaz 0.025

25 °C’de 20 dakika inkiibasyona (karanlikta) birakildi.
Bakir Klortir 0.5

560 nm’de absorbans 0lg¢iildii.

Tablo 7’de ifade edildigi gibi ¢esitli islemler yapildi ve 560 nm de absorbanslar
ol¢iildii. Hesaplamalar % inhibisyon olarak hesaplandi. Sekil 8’deki standart grafigi
SOD aktivitesinin logaritmas1 alinarak Sekil 9°daki lineer standart grafigine
donistiirtildii. Bu grafikten yararlanilarak % inhibisyonlar SOD aktivitesine

doniistiiriildii. Sonuglar hemoglobin miktarina boliinerek U/g Hb olarak hesaplandi.

(A Kor — Anumune)

% Inhibisyon = x 100
A Kor

90 - y =5.1202 In(x) + 61.523
80 4 R>=0.9968

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Standart

% Inhibisyon

Sekil 8. Standart SOD aktivitesi ve % inhibisyon grafigi
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| y=11.79x +61.523

1 R*=0.9968
70 -

Log Standart

-1 -0,5 0 0,5 1 1,5
% Inhibisyon

Sekil 9. Log (Standart SOD aktivitesi) ve % inhibisyon grafigi
5.2.10. Eritrosit Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

Katalaz aktivitesi, temel prensibi amonyum molibdatin hidrojen peroksit ile
olusturdugu sar1 renkli kompleksin 405 nm’de absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanan

Goth (85) metoduna gore yapildi.

Kullanilan Cozeltiler

60 mM Sodyum Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7.0): 5.37 g KH,PO,4 ve 3.65 ¢
NapHPO,4.2H,0 yaklasik 750 mL saf suda ¢o6ziildii, pH 7.0’a ayarlandi ve hacmi 1 L’ye

tamamlandi.

32.4 mM Amonyum Molibdat Cozeltisi: 1.89 g amonyum molibdat, 50 mL saf

suda ¢ozildi.

65 mM H,0, Cozeltisi: 327 pL % 30’luk H,O,, 50 mL fosfat tamponunda

¢oOziildii. H,0, ¢ozeltisi taze hazirlandi.

Tablo 8. CAT aktivitesi 6l¢iimii ve yapilan islemler

Cozeltiler Numune Kor 1 Kor 2

Numune 0L - e

Tampon  ----ee- 20 L 120 uL

t-BHP’1i tampon 100 pL oopL e
37 °C’de 1 dakika bekletildi.

Amonyum molibdat 100 puL 100 uL 100 uL

405 nm’de absorbanslar1 okundu.
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Tablo 8’de ifade edilen islemler yapildi. Olgiilen absorbans degerleri asagidaki
denklemde yerlerine konularak katalaz aktivitesi hesaplandi. Sonuglar hemoglobin
miktarlarina boliinerek U/g Hb olarak ifade edildi.

(A Kor, — Anumune) x 271

Katalaz aktivitesi (U/(mL) =
(A Kor, — A Kory)

5.2.11. Eritrosit MDA Seviyesinin Belirlenmesi

Eritrosit MDA seviyesi Stocks ve Dormandy (68) metoduna gore ger¢eklestirildi.
Bu metod MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA)’in 1sitilmasi sonucu

olusan pembe renkli kompleksin 532 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanir.

Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS): 1.76 mL 0.5 M KH,PO, ¢ozeltisi ve 6.08
mL 0.5 M K;HPO, ¢ozeltisi % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde karistirilip pH 7.4°¢ ayarlandi

ve ¢Ozeltinin hacmi 1 L’ye tamamlandi.

0.4 M Sodyum Azid: 2.6 g NaN3 100 mL PBS’de ¢oziildii.
TBA Cozeltisi: 0.1 g TBA 500 pL 1IN NaOH ¢ozeltisinde ¢oziilerek bir miktar
saf su ilave edilip 1s1t1ld1. Iyice ¢oziindiikten sonra hacmi 10 mL’ye tamamlanur.

% 28’lik Trikloro Asetik Asit Cozeltisi: 14 mg TCA 50 mL saf suda ¢oziildii.

Sodyum Arsenit Cozeltisi: 0.52 g sodyum meta-arsenit 20 mL % 28’lik TCA’da
¢oOzildii.

Standart Cozeltileri: MDA standartlar1 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.313
nmol/mL konsantrasyonlarda hazirlandi.

Tablo 9’da ifade edildigi gibi islemler gerceklestirildi. Sekil 10°daki MDA
standart grafiginden yararlanilarak orneklerdeki MDA konsantrasyonu hesaplandi.

Belirlenen MDA diizeyleri hemoglobin degerlerine boliinerek ifade edildi.
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Tablo 9. Eritrosit MDA 6l¢limii ve yapilan islemler

Cozeltiler Hacim (uL)
Eritrosit paketi 300
Azitli PBS ¢ozeltisi 2700
37 °C’de 10 dakika karistirilir.
PBS ¢ozeltisi 3000
Siispansiyon 900
TCA — Arsenit 600
1690 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

Stipernatant ve Standartlar 300
TCA 100
TBA 100

15 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.

Sogutulduktan sonra mikropleyte aktarildi ve 532 nm’de absorbanslar1 okundu.

2,5 y =0.047 x + 0.0688
R2=10.998

Absorbans (532nm)

0 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

MDA Standart Konsantrasyonu (nmol/mL)

Sekil 10. MDA standart absorbans grafigi
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5.2.12. Eritrosit TOK Seviyesinin Belirlenmesi

Orneklerin toplam oksidan kapasitesi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak
olgiildii. Olgiim, testin calisma prensibinde ifade edildigi iizere orneklerin igerdigi
oksidan molekiillerin ferr6z iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan,

kolorimetrik yontemle yapildi. Sonuglar pmol H,O; equivalent/L olarak belirtildi (76).
5.2.13. Eritrosit TAK Seviyesinin Belirlenmesi

Orneklerin total antioksidan kapasitesi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak
olgiildii. Olgiim yontemi ornekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS*
katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin
toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanmaktadir.
Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢Oziiniir bir analogu olan troloks kullanildi.

Sonuglar mmol trolox equivalent/L olarak ifade edildi (87).
5.3. Istatistiksel Analizler

Veriler SPSS 22 (Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar paket
programina aktarilarak, istatistiksel olarak degerlendirildi. Normal dagilima
uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal dagilima uyan ikiden
fazla bagimsiz gruplarin degerlendirmesinde One Way ANOVA ve post-hoc Tukey
testleri, normal dagilima uymayan ikiden fazla parametrenin degerlendirilmesinde ise
Kruskal-Wallis testi ve ikili parametre icin Mann Whitney-U testi uygulandi. Grup igi
parametreler arasindaki iligki “Pearson” veya “Spearman” korelasyon testi kullanilarak
incelendi. Elde edilen degerler, aritmetik ortalama + standart sapma (x + S.D) olarak

ifade edildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Eritrosit Toplam Oksidan Kapasite (TOK) Seviyesi

Gruplarin toplam antioksidan kapasite (TOK) seviyeleri, Tablo 10 ve Sekil 11°de
gosterildi.

Tablo 10. Eritrosit TOK Seviyeleri

Grup (n=3) Eritrosit TOK (u mol H,O, Equivalent/L) Anova, p
Kontrol 0.18 +0.038* 0.0001
Sulu Tiirk Polen Ekstrakti 0.82 + 0.009"
Pozitif Kontrol (Kuersetin) 0.47 +0.028°
Negatif Kontrol (t-BHP) 1.22 + 0.146"

a-b, a-c, a-d, b-c, b-d, c-d, Post-hoc Tukey testine gore anlamli fark bulundu (p<0.05).

1,6 -

14 - d

Ho

0,8 -

0,6 -

Ho

m mol H202 Equivalent/L

Q

0.2 - I

Kontrol Sulu Tiirk Polen Pozitif Kontol Negatif Kontrol
Ekstrakti

Sekil 11. Eritrosit TOK seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; sulu Tiirk polen ekstrakt grubunda

negatif kontrol grubuna gore toplam oksidan kapasite anlaml1 derecede diisiik bulundu.
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6.2. Eritrosit Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Seviyesi

Gruplarin toplam antioksidan kapasite (TAK) seviyeleri, Tablo 11 ve Sekil 12’de
gosterildi.

Tablo 11. Eritrosit TAK Seviyeleri

Grup (n=3) Eritrosit TAK (mmol Trolox equivalent/L) Kruskal-Wallis, p
Kontrol 0.19 +0.012 0.02
Sulu Tiirk Polen Ekstrakti 0.21 +0.005"

Pozitif Kontrol (Kuersetin) 0.14 +0.001°

Negatif Kontrol (t-BHP) 0.14 + 0.001°

a-b, a-c, a-d, b-c, b-d; Mann-Whitney U testine gére anlaml fark bulundu (p<0.05).

0,25 -
b
a
- 02 4 I
2 |
c
[3]
E
5 0,15 c d
g = ES
x
k=)
E 0,1 -
°
1S
€ 0,05 -
O T T T 1
Kontrol Sulu Tiirk Polen Pozitif Kontol Negatif Kontrol
Ekstrakti

Sekil 12. Eritrosit TAK seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; sulu Tiirk polen ekstrakt grubunda
negatif kontrol grubuna gore toplam antioksidan kapasite anlamli derecede yliksek

bulundu.
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6.3. Eritrosit MDA Seviyeleri
Gruplarin MDA seviyeleri, Tablo 12 ve Sekil 13°te gosterildi.

Tablo 12. Eritrosit MDA seviyeleri

Grup (n=3) Eritrosit MDA (nmol/g Hb) Kruskal-Wallis, p
Kontrol 2.81+0.52° 0.0001
Sulu Tiirk Polen Ekstrakti 3.6+ 1.68"

Pozitif Kontrol (Kuersetin) 10.6 + 1.49°

Negatif Kontrol (t-BHP) 89.7 + 4.29°

a-c, a-d, b-c, b-d, c-d Mann-Whitney U testine gére anlamli fark bulundu (p<0.05).

100
90 - I
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

n mol/g Hb

a b I
= I

Kontrol Sulu Tiirk Polen Pozitif Kontol Negatif Kontrol
Ekstrakti

Sekil 13. Eritrosit MDA seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit paketlerinde sulu Tiirk polen
ekstrakt grubunun MDA seviyesi, negatif kontrole gore anlamli derecede diisiik
bulundu. MDA seviyesinin anlamli derecede diisiik olmasi1 oksidatif hasar1 6nlemek i¢in
verilen 5 000 ug/mL sulu Tiirk polen ekstraktinin antioksidan etki gostererek, reaktif
oksijen radikallerinin temizlenmesi sonucu, lipid peroksidasyonunu dnleyici yonde etki

ettigini gostermektedir.
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6.4. Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi
Gruplarin SOD aktiviteleri, Tablo 13 ve Sekil 14’te gosterildi.

Tablo 13. Eritrosit SOD aktiviteleri

Grup (n=3) Eritrosit SOD Aktivitesi (U/g Hb) Anova, p
Kontrol 104.2 + 24.17° 0.0001
Sulu Tiirk Polen Ekstrakti 87.1+10.1°

Pozitif Kontrol (Kuersetin) 121.2 + 15.64°

Negatif Kontrol (t-BHP) 221.2 +11.77°

a-d, b-d, c-d Post-hoc Tukey testine gore anlamli fark bulundu (p<0.05).

250 ~

200 -

150 -

100 -

U/g Hb
—

o

- -

50

Kontrol Sulu Tiirk Polen Pozitif Kontol
Ekstrakti

Negatif Kontrol

Sekil 14. Eritrosit SOD seviyeleri

Caligmamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit lizatinda, sulu Tiirk polen

ekstrakt grubunun negatif kontrole gére SOD enzim aktivitesinin anlamli derece disiik

bulunmasi, oksidatif hasar1 6nlemek icin verilen 5 000 pg/mL sulu Tirk polen

ekstraktinin antioksidan etki gostererek ortamdaki serbest oksijen radikallerini

uzaklastirarak ya da metabolize ederek, SOD enzimin aktivitesinin bu radikallerden

etkilenmesini engellemek suretiyle tiiketimini azalttigi ve endojen antioksidan sistemi

giiclendirdigini gostermektedir.
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6.5. Eritrosit Katalaz (CAT) Aktivitesi
Gruplarin CAT aktiviteleri, Tablo 14 ve Sekil 15’te gosterilmistir.

Tablo 14. Eritrosit CAT Aktiviteleri

Grup Eritrosit CAT Aktivitesi (U/g Hb) Anova, p
Kontrol 3118 + 44.41° 0.0001
Sulu Tiirk Polen Ekstrakt 3189 + 25.20°
Pozitif Kontrol (Kuersetin) 3140 + 40.00°
Negatif Kontrol (t-BHP) 3396 + 70.60°

a-d, b-d, c-d Post-hoc Tukey testine gore anlamli fark bulundu (p<0.05).

3500 - d

3400 - w

3300 -

o

3200 - a I c
3100 - I I

3000 -

U/g Hb

2900 -

2800

Kontrol Sulu Tiirk Polen Pozitif Kontol Negatif Kontrol
Ekstrakti

Sekil 15. Eritrosit CAT seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit lizatinda, sulu Tiirk polen

ekstrakt grubunun negatif kontrole gore CAT enzim aktivitesinin anlamli derece disiik

bulunmasi, oksidatif hasari 6nlemek i¢in verilen 5 000 pg/mL sulu Tirk polen
ekstraktinin antioksidan etki gostererek ortamdaki serbest oksijen radikallerini
uzaklastirarak ya da metabolize ederek, CAT enzimin aktivitesinin bu radikallerden
etkilenmesini engellemek suretiyle tiiketimini azalttigi ve endojen antioksidan sistemi

giiclendirdigini gostermektedir.
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Calismamiz sonucunda oksidatif stres biyobelirtecleri arasinda yapmis oldugumuz
korelasyon testine gore; MDA’nin CAT, SOD ve TOS ile arasinda pozitif korelasyon
vardir. CAT’1n TOS ile arasinda pozitif korelasyon vardir. SOD’un MDA ile arasinda
pozitif korelasyon var iken TAS ile arasinda negatif korelasyon vardir. TAS’1n SOD ile

arasinda negatif korelasyon vardir (Tablo 15).

Tablo 15. Olgiilen Oksidatif Stres Biyobelirteglerinin Korelasyon Tablosu

n=12 MDA CAT SOD TAS TOS
MDA r:0.903 r:0.95 r: -0.446 r: 0.793
p<0.01  p<0.01 p>0.05 p<0.01

CAT r: 0.357 r: 0.336 r: -0.140 r: 0.783
p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.01

SOD r: 0.818 r: 0.336 r: -0.828 r: 0.469
p<0.01 p>0.05 p<0.01 p>0.05

TAS r: -0.446 r: -0.173 r:-0.580 r: 0.107
p>0.05 p>0.05 p<0.05 p>0.05

TOS r: 0.399 r:0.783 r:0.469 r: -0.193
p>0.05 p<0.01 p>0.05 p>0.05
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7. TARTISMA ve SONUC

Giiniimiizde kullanilan sentetik ilaclarin tedavilerinin yaninda hastaliga neden
olan bircok yan etkileri de vardir ve bu etkiler insanlar1 dogal ila¢ olarak bilinen
ariinlerin tiiketimine yoneltmistir. Bu dogal iriinler arasinda en yaygin olarak

kullanilanlardan birisi de ar1 iirtinleridir (88).

Ar Urilinleri insanlar tarafindan eski ¢aglardan beri 6nemli bir besin maddesi ve
ilag olarak kullanilmaktadir. Bu iirlinler iiretildigi bolgenin cografik yapisi ve bitkisel
Ozelliklerine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Ari dirlinleri bircok hastaligin
ilerlemesini durdurmada, agrilarin azaltilmasinda ve hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmigtir. Art iiriinleri arasinda yaygin olarak kullanilanlardan biri de ar1 polenidir.
Polen, cicekli bitkilerden arilar tarafindan toplanarak nektar ve ar1 salgilar ile
karistirilip tretilen, fitokimyasallar bakimindan zengin icerige sahip toz benzeri dogal

bir ar1 triintidiir (1, 6).

Polen insan metabolizmasi i¢in ¢ok énemli besin maddelerini igermektedir. Polen,
yapisinda lipidler, karbohidratlar, proteinler, vitaminler, karotenoidler, fenolik ajanlar
ve fitokimyasallari barindiran biyolojik olarak son derece aktif 6nemli bir dogal
trtindiir. Sahip oldugu besinsel 6zellikler ve saglik etkileri sebebiyle geleneksel tipta,

alternatif diyetlerde ve gida takviyesi olarak uzun zamandir kullanilmaktadir (4, 89).

Polendeki temel biyolojik bilesenler olan fenolik asitlerin, polifenolik bilesiklerin
ve en ¢ok da glikozit tiirevlerinin antioksidan 6zellikleri ile siiperoksit anyonlari, lipid
peroksit radikallerini temizledikleri ve serbest radikaller ile iliskili olaylarda
hidrojenasyon veya kompleks yapilar olusturarak okside edici ajanlari stabilize

edebildikleri gosterilmistir (90).

Polen farkli fizyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip bir¢ok 6zellik barindirir.
Bir¢ok hastaligin olusumunda rol alan oksidan molekiilleri yok ederek, antioksidan
enzimlerin aktivitelerini uyararak, intraselliiler oksidatif stresi azaltarak, nitrik oksit ve
peroksit radikallerini de direkt olarak temizleyerek etkili olmaktadir. Ayrica endojen
savunma sistemlerini harekete gegirerek ve farkli fizyolojik siirecleri diizenleyerek

dolayli koruma saglayabilir (91-93).

Yapilan ¢alismalar sonucunda in vitro sartlarda model hiicre olarak eritrositler

secildi. Bunun nedeni eritrositlerin kanin sekilli elemanlariin % 99°’nu olusturan
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¢ekirdek, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi hiicre organellerine sahip olmayan,
akut oksidatif hasar ¢aligmalari i¢in uygun bir model hiicre olmasidir. Eritrositler hiicre
ici ve hiicre dis1 siirekli olarak oksidatif strese maruz kalirlar. Eritrositlerde bulunan
hemoglobin molekiili Fe** ve bir O, molekiiliinii baglayabilecek dort porfirin
halkasindan olusmaktadir. Demirin oksidasyonu sonucu (Fe?*— Fe**) hemoglobin
kahverengi bir pigment olan methemoglobine doniiserek aktivitesini kaybeder.
Methemoglobin dogal olarak oksitlenmis bir metabolittir ve NADP" ile NADPH’ye
bagimli rediiktazlar gibi spesifik enzim sistemleri tarafindan minimum seviyede tutulur
(94, 95).

Oksidatif hiicre hasar1 mekanizmalarii1 kapsayan c¢alismalarda organik bir
hidroperoksit olan t-BHP kullanildi. Literatiirde polenin t-BHP ile in vitro sartlarda akut
oksidatif hasara kars1 koruyucu etkisinin incelendigi herhangi bir ¢aligma bulunmadi.
t-BHP, alkoksil ve peroksil radikallerine doniliserek daha reaktif bir radikal olan
hidroksil olusumuna neden olmaktadir ve akut oksidatif hasar ¢aligmalarinda yaygin

olarak kullanilmaktadir (96, 97).

Ayrica t-BHP’nin membrana bagli enzimleri secici olarak inhibe ettigi,
methemoglobin olusumunu artirdigi ve bazt membran proteinlerinin yiiksek molekiil

agirlikli polimerlerin kiimelesmesine neden oldugu belirtilmistir (98).

t-BHP, hemoglobin ile etkilesime girdiginde t-biitoksil radikali olusur. Bu radikal
membran lipidleri ile tepkimeye girerek lipid peroksidasyonunu baglatir ve bu zincir
reaksiyonlart malondialdehit, aldehit ve keton gibi gesitli reaksiyonlarin son driinleri

olusuncaya kadar devam eder (99, 100).

Calismamizda kullanilmak tizere Tirkiye’'nin Dogu Karadeniz bdlgesinden
toplanan polen 6rnekleri bir araya getirildi ve Tiirk poleni karigimi elde edildi. Gerekli

islemler sonucunda 50 mg/mL konsantrasyonda sulu stok ekstrakt hazirlandi.

Giiniimiizde dogal iiriinlerden izole edilmis flavonoid tiirleri ile antioksidan
calismalar yapilmaktadir. Biz ¢alismamizda dogal ve yoresel bir iirtiniimiiz olan poleni
kullanarak hem antioksidan etkisini ortaya koymay1 hem de antioksidan etkinligi bilinen
kuersetin molekiiline karsin polenin sinerjik etkisinin olup olmadigini belirlemeyi
amagladik. Ancak dogal tirlinlerin insanlar i¢in kullanilabilirligini belirlemede yapilacak

on calismalarda Oncelikle in vitro metodlarin kullanilmasi oOnerilmektedir. Klinik
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denemeler in vitro calismalardan olumlu sonuglarin alinmasi durumunda tavsiye
edilmektedir. Ustelik gerek in vitro gerekse in vivo calismalarda alman olumlu
sonuglarin klinik ¢alismalarda her zaman ongorildiigii sekilde elde edilemeyecegi de

vurgulanmaktadir.

Calismamizda elde edilen verilere gore; eritrosit paketlerinde sulu Tiirk polen
ekstrakt grubunun MDA seviyesinde, negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamli
derecede diistik fark bulundu. MDA seviyesinde anlamli fark olmasi, oksidatif hasari
onlemek igin verilen 5 000 pg/mL’lik konsantrasyonda kullanilan sulu Tiirk polen
ekstraktinin antioksidan etki gostererek reaktif oksijen radikallerini temizlemesi sonucu,
lipid peroksidasyonunu Onleyici yonde etki ettigini gostermektedir. Yapilan birgok
caligmada poleninin, icerdigi gesitli bilesikler sayesinde gii¢lii bir antioksidan aktiviteye

sahip oldugu dogrulanmaistir.

Aliyazicioglu ve arkadaslarinin yaptiklart bir c¢alismada polenin DMSO’lu
ekstraktlarinin konsantrasyona bagli olarak K-562 kanser hiicrelerinde solunumsal
patlamay1 inhibe ettigi flow-sitometrik analizlerle ortaya konulmus ve polen

ekstraktlariin bu etkiyi antioksidan 6zellikleri ile gergeklestirdigi savunulmustur (19).

Rzepecka-Stojko ve arkadaslar1 polenin sitoplazmada, hiicre organellerinde ve
hiicre dis1 sivida oksidatif yap1 hasarina karsi koruyucu antioksidan kaynagi oldugunu

ve ayni zamanda besin degeri yiiksek bir tiriin oldugunu belirtmislerdir (34).

Tahmaz ve arkadaslari polen ekstraklarinin eritrosit lipid peroksidasyonu iizerine
etkilerinin incelenmesinde polenin in vitro sartlarda lipid peroksidasyonunu inhibe

ettigini bulmuslardir (101).

Ishikawa ve arkadaslari polenin farelere oral yoldan uygulanmasinda lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA’ nin plazma konsantrasyonunu azalttigini
belirtmislerdir (102).

Gerigelmez ve arkadaglari flow-sitometrik bulgular ve kaspaz-3 aktiviteleri,
lenfoid ve miyeloid hiicre serileri i¢in karsilastirildiginda apopitozisin tabii polen
ekstraktlar tarafindan indiiklendigini buldular ve kaspaz-3 aktivitelerinin 50 mg/mL'lik
konsantrasyonda bes kata kadar arttigin1 gézlemlediler. Polenin kaspaz-3 aktivasyonu

artirilarak miyeloid hiicre serilerinde apopitozisi indiikledigi sonucuna vardilar (7).
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Eraslan ve arkadaslari poleninin si¢anda, Onciiliin toksisitesine karsi koruyucu
etkisinin degerlendirilmesinde oksidatif stres belirtegleri (MDA, CAT, SOD, GSH-PXx)
ve bazi biyokimyasal parametreleri analiz etmislerdir. Elde edilen verilere gore,
arastirilan biyokimyasal parametrelerin ¢ogunda onciiliin olumsuz degisikliklere neden
oldugu tespit edilmis ve poleninin uygulanmasinin bu etkileri azalttigi belirlenmistir.
Ayrica, Karbaril pestisitinin sicanlarda olusturdugu oksidatif stres parametrelerini

incelemisler ve polen ekstraklarinin tedavi edici etkisini bulmuslardir (92, 103).

Hsiao ve arkadaslar1 SOD enziminin lipid peroksitler veya reaktif oksijen tiirleri
tarafindan kolayca inaktive oldugunu ve karaciger hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen 6nemli bir enzim

oldugunu belirtmislerdir (104).

Calismamizda elde edilen verilere gore; eritrosit paketlerinde sulu Tiirk polen
ekstrakt grubunun SOD ve CAT enzim aktivitesinde negatif kontrole gore istatiksel
olarak anlamli derecede diisiik fark bulundu. Oksidatif hasar1 6nlemek i¢in verilen 5 000
pg/mL sulu Tiirk polen ekstraktinin antioksidan etki gostererek ortamdaki serbest
oksijen radikallerini uzaklastirdig1 veya metabolize ettigi gozlenmistir. SOD ve CAT’1n
enzim aktivitesi radikallerin etkisini engelleyerek tiikketimini azaltir ve endojen
antioksidan sistemi giiclendirir. Yapilan diger ¢alismalar bizim bulgularimizla uygunluk

gostermektedir.

Zhang ve arkadaglar1 antioksidan enzim aktiviteleri ve lipid oksidasyonu
caligmasinda tiim igslem boyunca, polen ekstrakti ve flavonoidlerin ilavesi ile endojen
antioksidan enzimlerinin (GSH-Px, SOD ve CAT) hiicre i¢i enzim tiiketimini azalttigini
belirtmislerdir (105).

Abdallah ve arkadaslar1 insan HepG; hiicrelerinde fenolik bilesiklerin t-BHP ile
uyartlmig oksidatif hasara karsi koruyucu etkilerinin incelenmesinde, t-BHP’nin
hiicrelerde SOD enzim aktivitesini istatiksel olarak anlamli derecede artirdigi

goriilmistiir (106).

Bais ve arkadaslari insan eritrosit ve 10kosit hiicrelerinde Amorphophallus
campanulatus bitki ekstraktlarinin H,O; ile uyarilmis oksidatif hasara koruyucu
etkilerinin incelenmesinde, H,O,in eritrosit ve lokositlerde SOD enzim aktivitesini

istatiksel olarak anlamli derecede artirdig1 goriilmiistiir (107).

43



Slamenova ve arkadaslar1 insan HepGg hiicrelerinde yapmis olduklar1 ¢alismada
t-BHP’ye bagli SOD enzim aktivitesinin normal hiicre serilerine gore istatiksel olarak

anlaml derecede artirdig1 goriilmiistiir (108).

Sonug olarak bu ¢alismada ilk defa sulu Tiirk polen ekstraktinin in vitro sartlarda,
insan eritrosit hiicrelerinde t-BHP ile uyarilmis oksidatif hasara kars1 koruyucu etkiye
sahip olabilecegi ortaya konuldu. Buradan hareketle sulu Tiirk polen ekstraktinin
antioksidan etkinligi de gortilmustiir. Elde edilen veriler ¢esitli in vitro ve in vivo
calismalarin Onciisii niteligindedir. Bu ¢alismalardan da elde edilen olumlu verilerle

polenin alternatif, tamamlayici dogal bir {irlin olarak kullanilmasi1 6ngdriilmektedir.
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9. EKLER

EK 1. Deneyde Kullanilacak t-BHP Konsantrasyonunun Belirlenmesi.

Kontrol 250 uM 500 uM 750 uM 1000 uM 2000 uM
t-BHP t-BHP t-BHP t-BHP t-BHP
MDA
(nmol/gHb) 4+0.9 14+16 200+21 | 272+36 | 304+16.7 | 101+6.9
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EK 2. Deneyde Kullanilacak Sulu Tiirk Poleni Konsantrasyonunun Belirlenmesi.

Kontrol 1000 2000 3000 5000 Negatif
ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL Kontrol*
Polen Polen Polen Polen
MDA
(nmol/gHb) 4+0.9 25+0.8 15+0.5 58+0.7 5+0.6 272+ 3.6

*Negatif Kontrol: 750 uM t-BHP
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EK 3. Deneyde Kullanilacak Kuersetin Konsantrasyonunun Belirlenmesi.

Kontrol lpug/mL | 2ug/mL | 5ug/mL |10 ug/mL | Negatif
Kuersetin | Kuersetin | Kuersetin | Kuersetin | Kontrol*
MDA
(nmol/g Hb)
4+0.9 43+76 |49+084 |108+32 | 81+49 | 272+3.6

*Negatif Kontrol: 750 uM t-BHP
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EK 4. Gonilli Onam Formu.

CGONTULLY OLUE FORMU

Be . Emndeniz Tdnk Universied Ty Faiesing
yimiimekiz olan “Cesitli an irim ve bitla eliraldlarmm H () ve'veya BHP ile oyaniog
olkzidatif hasara karm keroyoce etidlerinn nceleamesi™ adb araghrmays denek alarak kanlmann
apfiok=idan sizteme alan kaflon ve dnemd anlablch Ba gahomada gelemeksel tedan amach olarak
kullamian dogal trmlenin (propolis, polen, an smnd ve gegitli bitkilenn) oksidan hasara kars
konpuoohigunm aastnlacagl ve beklenen somelann almmaz halinds o dogal animlerin

Yamlacak olan a gabsma ign bir defaya pabeus bir gecelik achk sonmsinda kan verscegim,
farkh olarak herbansi bir islem uypnolaomayacagy we daha soom o kaplarda, koma de dgl

Eap alma ilemi espasnda gozlensbilecsk istenmeyen etidler arasmda banalma, agn ve'veya
momm gbi olasm bir soruma karsy perekll tedbirerm abmacafy dokfonmma haber weremsk
arasomdan gelrlme haklom aldogmm we kendimle il bir olomoserhik hissemigmds Arg. Gar
Eithra AEBULUT a (0539087725Y) moh telefondan 34 saat nlasabilecs gims biliypermm

Arasormanm 15 kisiyi kapsayan bir cahsma eldugum biliyonm

Arpstoma  soooglanron, egitim ya da bilimse]l amaclarla oflapieees smasmda  berdm
arasnmoammn soonomik sonmminhagurmm bars ast olmachim biliyenm

B apklamalan anladmy ve gémiiliilikls o onaom verdinn Shz kemiso aragtomaya, hichir
baska ve zodama olmak=ian kendl nramia kabimay kabul ediyomm

Tank / Vil - Hasta/Denegin -
Ad Soyad - A Sovads
Imzaz : i i
Telefom : Ariresi

Tel=fon
Arpchnlaran Hekim Adh Sovad ve I
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10. ETiK KURUL ONAY FORMU

T.C. .
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI REKTORLOGU
KTU TIP FAKULTESI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETIK KURUL
BASKANLIGH

Sayi : 24237859.672 0111212016
Konu:  Etik kurul onay belgesi

Sayn; Prof.Dr.Orhan DEGER
Thbbi Biyokimys ABD,

“Cesitli An Uritn ve Bitki Ekstraktlanmn H,(; ve/veya t-BHP ile Uyanimig Oksidatif
Hasara Karst Koruyucu Etkilerinin Incelenmesi” baslikli etik kurul 2016/163 no.lu ¢alismast
raportdr ve etik kurul girigleri dogrultusunda; ubbi etik agidan uygun olduguna karar

verilmigtir,

Etik kurul Raskans

Bilginizi ve perefini rica ederim.
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