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1. GIRIS ve AMAC

Propolis, bal arilari tarafindan toplanan, bitki reginelerinden tiiretilen ve bitki tiiriine
bagli olarak rengi sari-yesilden koyu kahverengiye kadar degisen dogal bir iiriindiir (1,2).
Propolis, arilar tarafindan bal peteklerindeki delikleri kapatmak, kovanin i¢ duvarlarim
diizgiinlestirmek ve girisi yabancilara karsi korumak i¢in kullanilir (3). Kompleks kimyasal
bilesiminden dolay1 halk tibbinda uzun yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir (4).

Propolisin baslica kaynagini Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’ nin tropik olmayan
bolgeleri gibi karasal iklime sahip bolgelerde kavak (Populus spp.) tiirleri olustururken,
Rusya’ da hus agaglar (Betula verrucosa), Brezilya’ da ise Baccharis tiirleri propolis kaynagi
olabilmektedir (5).

Propolisin icerigi toplandigi bitkilerin tiir ve ¢esitlerine gore degisiklik gdstermektedir.
Genel olarak, ham propolisin % 50’ sini recine ve bitkisel balsam, % 30’ unu balmumu, %
10’ unu esansiyel ve aromatik yaglar, % 5’ ini polen ve % 5’ ini diger organik maddeler
olusturmaktadir (2).

Propolisteki ana kimyasal siniflar; flavonoidleri, fenolik bilesikleri ve cesitli aromatik
yapilar1 icermektedir. Bununla birlikte propolis bir¢cok B-kompleks vitamini, Onemli
mineralleri ve eser elementleri de biinyesinde barindirmaktadir (6).

Propolis ¢ok eski zamanlardan beri kullanilan dogal bir iirlin olmasinin yaninda,
propolisi olusturan reginenin farkli tiir ve cesitteki bitkilerden toplaniyor olmasi, kimyasal
yapisinin farklilagmasina neden olmaktadir. Bu durumda kavak agacindan elde edilen
propolisin temel kimyasal bilesiklerini flavonoid aglikonlar, hidroksisinnamik asitler ve
onlarin esterleri olustururken, hus agacindan elde edilen propoliste flavonoid aglikonlar,
Baccharis spp.” den elde edilen propoliste ise p-kumarik asitin karbon prenillenmis tiirevleri

onemli aktif bilesikler olarak yer almaktadir (5).



Bal aris1 kovanlarindan toplanan propolisin antioksidan, antibakteriyel, antifungal,
antiviral, lokal anestezik, antiinflammatuar, hepatoprotektif, immiinostimiilatér ve sitostatik
aktiviteleri kapsayan bir¢ok biyolojik 06zelligi mevcuttur (7). Bu 0zellikleri nedeniyle
propolis, giiniimiizde popiiler bir ila¢ olarak halk tibbinda, apiterapide, biyokozmetikte ve ilag
sanayinde ¢esitli amagclarla kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalarin ¢ogu propolisin kimyasal
bilesimi, biyolojik aktivitesi, farmakolojik ve tedavi edici 6zellikleri iizerinedir (8).

Farkli kdkene sahip propolis orneklerinin biyolojik aktiviteleri ile ilgili yapilan ¢ok
sayidaki ¢aligmada Brezilya propolisinin antibakteriyel, sitostatik, serbest radikal koruyucu
aktivitesi belirlenirken, Bulgar propolisinin bakterisidal, antifungal, antiparaziter aktivite
gosterdigi  saptanmustir. Bugiine kadar, Tirk propolisinin antibakteriyel, antifungal,
antikarsinojenik, yara iyilestirici gibi bazi biyolojik aktiviteleri incelenmistir (9).

Propolisin yapisinda bulunan aktif bilesenlerin belirlenmesi icin ¢esitli caligmalarda
ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz kromatografisi (GC), yliksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), HPLC-kiitle spektrometrisi (HPLC-MS) ve kapiller elektroforez (CE)
gibi degisik analitik yaklagimlar kullanilmaktadir (10,11).

Propolis ham halde kullanilamadig1 igin ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon ile
saflastirilmaktadir (12). Yapilan gesitli ¢alismalarda propolisin sulu, etanollii, metanollii, eter
ve yag ekstraktlar1 hazirlanarak, suda ¢ok az ¢6ziindiigii, etanol ve metanolde ise daha iyi
¢Oziindiigi belirlenmistir. Bunun yani sira propolisin, eter ya da kloroformda tamamen,
hidrokarbon ¢oziiciilerde ise cok az miktarda ¢6zlindiigii tespit edilmistir (13).

Bu ¢alismada ana amag, Trabzon ilinden toplanan ve giinimiizde 6nemi giderek daha
fazla anlasilan propolisin su, etanol, dimetil siilfoksit (DMSO), gliserol ve aseton olarak
sectigimiz bes farkli ¢oziicli ile ekstrakte edilebilirligini incelemek; igeriginde bulunan,
antioksidan aktivitesinden baslica sorumlu bilesikler olan polifenoller ve flavonoidlerin hangi
¢oziicli ile muamele edildiginde ekstraktta en fazla bulundugunu, dolayisiyla hangi ¢oziiciide
en iyi ¢6ziindlgiini tespit etmektir.

Propolisin icerigindeki bilesenler her bir ¢oziicliide farkli oranlarda ¢oziineceginden
dolay1, yaptigimiz calismalari desteklemek amaciyla, bu bes c¢oziiciide ¢oziinmiis olan
ekstraktlart HPLC ile kalitatif olarak analiz edip, elde edilen kromatogramlardaki pik
sayilartyla birlikte daha fazla hangi ¢6ziiclide ¢6ziinmiis olabilecegi arasinda baglanti

kurmaya caligmak da ayn1 zamanda amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Propolis

Propolis bitki tomurcuklarindan, filizlerinden ve ¢esitli bitki salgilarindan bal arilar
tarafindan toplanan kimyasal olarak kompleks yapiskan, re¢ineli bir ar1 iirlintidiir (4).

Propolis sozctigli eski Yunan’ da pro- i¢in ‘On, giris’ ve -polis icin ‘sehir’ kelimeleri
bir araya getirilerek bal arilarinin kovan savunmasi ile ilgili olarak ‘sehrin ya da kovanin
savunmas1’ anlaminda kullanilmistir (2).

Arilar, bitkilerden elde ettikleri regineyi ¢igneyip tiikiiriik enzimleriyle karistirarak
kismen sindirirler. Toplama esnasinda polenle de harmanlanan re¢ine daha sonra balmumu ile
karigtirthir (2, 14). Meydana gelen madde, arilar tarafindan kovanin igindeki delikleri
kapatmakta, kovanin soguga karsi korunmasinda, disaridan gelen istilacilara karsi kovani
korumakta ve leslerini mumyalamakta kullanilir (12). Giris kapis1 da dahil olmak iizere tim
kovan en kiiciik noktasina varincaya kadar antiseptik bir madde olan propolis ve balmumu
karisimi ile sivanir (6). Arilar kovanda bir lesle karsilastigi zaman, yine aynmi karisimi
kullanarak lesi mumyalarlar ve kovan i¢inde uzun siire bozulmadan muhafaza ederler (15).

Marcucci (16) propolis reginesindeki (ham, islenmemis propolisteki) bilesiklerin {i¢
kaynaktan meydana geldigini belirtmistir. Bunlar arilar tarafindan toplanan bitki salgilari, art
metabolizmasindan salgilanan maddeler ve propolisin dikkatle islenilmesi esnasinda ortaya
c¢ikarilan maddelerdir (2).

Propolis ar1 kovaninin yan iiriiniidiir. Propolis kovan araci ile kovanin iist yapisini
kaziyan ar yetistiricileri tarafindan toplanir. Bu islem genellikle her yil sonbahar mevsiminde
balin 6zii ¢ikarildiktan sonra yapilmaktadir. Propolis ve mum karigimi sandiklar, variller veya

cuvallar yardimiyla islenmek iizere nakledilir (2).
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Propolis tabletler, kapsiiller, dis macunu, agiz gargarasi, yiiz kremleri, merhemler,
losyonlar ve soliisyonlar gibi cesitli sekillerde piyasaya sunulmaktadir. Propolisin medikal
uygulamalar1 kaynagimin yam sira, kimyasal bilesimine duyulan 6nemin de artmasina yol

acmaktadir (7).
2.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis aromatik hos kokulu ve kaynagina ve yasina bagl olarak sari-yesilden koyu
kahverengiye kadar degisen renktedir (14). Sogukta sert ve kirillgan, sicakta ise yumusak ve
yapiskan bir yapisit vardir (2). Propolis 60-69 °C arasinda erime noktasina sahiptir (17).
Propolisin zamanla rengi koyulasabilir ve kirilganlasabilir (2).

Insan derisinin yaglar1 ve proteinleri ile giiclii bir sekilde etkilestiginden, propolisi
deriden uzaklastirmak zordur (2).

Propolis su ve hidrokarbon c¢oziiciilerde diisiik, alkollerde ise yliksek oranda

¢Oziiniirliik gosterir (13).

ik

l

|
I

™ =

Sekil 1. Kovandan toplanarak topak haline getirilmis propolis (18 )
2.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Propolisin bilesimi bal arilar1 tarafindan ¢esitli agaglardan toplanan tomurcuk
salgilartyla dogrudan iliskilidir (19).
Ham propolisin bilesimi arilar tarafindan kullanilan bitki kaynagina bagli olarak

cesitlilik gostermekle birlikte genellikle % 50 regine (flavonoidler ve fenolik asit tiirevlerini
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iceren) ve bitkisel balsam, % 30 balmumu, % 10 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve
% 5 diger organik maddelerden olugmaktadir (2,11).

Propolis polifenoller (flavonoid aglikonlar, fenolik asitler) ve onlarin esterleri, fenolik
aldehitler, alkoller ve ketonlar, sekuiterpen kinonlar, kumarinler, steroidler, amino asitler ve
inorganik bilesikler gibi cesitli kimyasal yapilar1 kapsayan 300’ den fazla bilesen icermektedir
(1,19). Tablo 1’ de propoliste bulunan baslica bilesenler verilmistir.

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (20)

Miktar

Bilesenler Ana maddeler (%)

Flavonoidler

Terpenler

Kumarinler

Fenolik asitler ve esterleri

Regine 45-55

Mum ve yag Arilardan veya bitkilerden 25-35
asitleri Coklu doymamis yag asitleri

Esansiyel yaglar Ucucu bilesenler 10

Proteinler
Polen Serbest aminoasitler 5
Vitaminler (A, B, C, E, PP, vs)

Eser elementler ( Cu, Mn, Fe, Zn, Al, Ag, Ca, Mg, Co, vs)
Ketonlar

. Laktonlar

Diger maddeler Kinonlar 5
Steroidler

Sekerler

Propolisin yapisinda pinosembrin, akasetin, krisin, rutin, katesin, naringenin, galangin,
luteolin, kaempferol, apigenin, mirisetin, kuersetin gibi flavonoidlerin yani sira kafeik asit ve
sinnamik asit gibi fenolik asitler de tespit edilmistir. Ayrica propolisin yapisinda magnezyum
(Mg), kalsiyum (Ca), iyot (I), potasyum (K), sodyum (Na), bakir (Cu), ¢inko (Zn), mangan
(Mn) ve demir (Fe) gibi elementlerle B;, By, Bs, C ve E vitaminleri ile ¢ok sayida yag asidi
tanimlanmistir. Bazi arastirmacilar propolisin siiksinat dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz,
adenozin trifosfataz (ATPaz) ve asit fosfataz gibi enzimler icerdigini belirtmislerdir (9). Sekil
2’ de propolisin yapisinda bulunan fenolik bilesikler arasinda yer alan bazi flavonoidler ve

fenolik asitler verilmistir.
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Sekil 2. Propolisin yapisinda bulunan bazi flavonoidler ve fenolik asitler (21)

2.1.2.1. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Fenolik bilesikler, farkli yapilar ve genis bir filogenetik dagilim gosteren ikincil bitki
metabolitleridir. Fenolik bilesikleri islevsel agidan, icerdikleri fenol halkalarinin sayisina ve
bu halkalarin birbirine baglanmasiyla olusan yapisal elementlere bagh olarak degisik gruplar
seklinde siniflandirmak miimkiindiir. Bu siniflandirma fenolik asitler (hidroksibenzoik ve
hidroksisinnamik asitler), stilbenler, ligninler (nonflavonoidler) ve flavonoidler olarak
yapilabilir. Flavonoidler flavanoller, antosiyaninler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar gibi
cesitli alt gruplara ayrilmistir (22).

Fenolik bilesikler, pek ¢ok bitkide renk, koku ve tattan sorumlu olarak énemli duyusal
ozellikler igermekle kalmayip, ayni zamanda oksidatif stres ile iligkilendirilmis c¢esitli
hastaliklarin 6nlenmesinde de anahtar rol oynarlar (22).

Propolisin biyolojik aktivitesinden baslica sorumlu olan yapilar flavonoidler gibi
fenolik bilesiklerdir. Flavonoidler ayn1 zamanda antioksidan aktiviteden de sorumludur. Bu

bilesenlerin antioksidan aktivitesi 6zellikle radikal temizleme etkisine dayanmaktadir (19).



2.1.2.2. Flavonoidler

Biyosentetik olarak fenilalaninden tiiretilen flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak
bulunan pigmentlerdir. Flavonoidler oksijen iceren heterosiklik alti {iyeli halkay1 ¢evreleyen,
iki aromatik halkaya sahiptir. Aslinda flavonoidler difenilpropanin tiirevleri olarak da

nitelendirilmektedir (23). Flavonoidlerin genel yapis1 Sekil 3’ te gdsterilmistir.

Sekil 3. Flavonoidlerin genel yapisi (24)

Besinsel flavonoidler genellikle glikozillenmistir ve antosiyaninler, flavanoller
(katesinler), flavonlar, flavanonlar ve flavonoller olarak siniflandirilabilir. Bunlardan son {i¢
tanesi antoksantinler olarak adlandirilir. Flavonoidler neredeyse biitliin  bitkilerde
bulunmaktadir. Flavanonlar ve flavonlar cogunlukla ayni bitkide (siklikla turunggillerde)
bulunurken, ne flavonlar ve flavonoller ne de flavanonlar ve antosiyaninler genel olarak
birlikte bulunmamaktadir. Baklagillerde kayda deger yogunlukta bulundugu i¢in izoflavonlar
genellikle bu bes alt gruptan ayri olarak ele alinir (23). Sekil 4’ te besinsel flavonoidlerin

siniflandirilmasi verilmistir.



Class Creneral strecture Flavonoid

[=Jepicatechin
Epigallocatechin gallate

T
P _
Flavanol 7 g| e gl [+ }catechin
L

%

Flavone chryvsin
apigenin
rutin

lutenlin

luteolin glucosides
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quercetin

myricetin
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naringenin
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A

Sekil 4. Flavonoidlerin siniflandirilmasi (25)

Substitution Pattern

1A 3 A40H
IATAAOH
3.5,73' 4" 5-0H,3-gallate

5. 7-0H
57.4-0H
5,73 4 0H, 3-rutinose

373 4-0H
5.L3-0H, 4"-glucose
5.4-0H. 4.7 -glucaose

35, 74-0H

3573400

3573 45-0H
3,5, 7.3 -0HA-OMe

5. 4%-0H., T-rhamnoglucose
5,7.4%0H

3,573 4-0H

3,7.3°4%0H

3.5 3%0H 4" -OMe, T-rutinose

3.4%0H, T-glucose
574-0H

4-0H, T-glucose
T4-0H

5,74-0H
3,5,74'-0H.3,5-0Me

Flavonoidler hidrojen verici, radikal siipiiriicli antioksidanlardir. Demir iyonlari ile

kompleks olusturan flavonoidler, hidroksil radikali olusturan Fenton reaksiyonunu baskilar.

Flavonoidler alerjiler, inflamasyon, viriisler, hipertansiyon, eklem iltihaplari, mutasyonlar ve

karsinojenler, kanser ve AIDS’ e kars1 aktivite gosterirler. Polifenoller cGMP ve cAMP

fosfodiesteraz, ksantin oksidaz ve elastazi inhibe ederler (23).

Antioksidan aktiviteler, metal selatlama ve antiproliferatif, antikarsinojenik,

antibakteriyel, antiinflammatuar, antialerjik ve antiviral etkiler iceren flavonoidlerin insan

saglig1 agisindan bir takim faydalar1 vardir (26).
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Propolis orneklerinden izole edilen bilesiklerin en biiylik grubu, bitkiler aleminde
yaygin olarak bulunan flavonoidler olarak ifade edilmektedir (2,27). Bu bilesikler ikincil bitki
metabolitleridir ve insanlar tarafindan sentezlenemedikleri i¢in, insan diyetinin 6nemli bir
boliimiinii olusturmaktadir (27). Tablo 2’ de propolisin igeriginde bulunan flavonoid ¢esitleri

verilmistir.

Tablo 2. Propolis i¢eriginde bulunan flavonoid ¢esitleri (28)

Flavonoid Cesidi Bilesik

Flavonoller Kuersetin, kaempferol, galangin, fisetin
Flavononlar Pinosembrin, naringin, hesperidin
Flavonlar Apigenin, akasetin, krisin, luteolin

Bugiine kadar propoliste galangin, kaempferol, kuersetin, pinosembrin, pinostrobin,
pinobanksin gibi bilesikleri iceren en az 38 flavonoid tespit edilmistir. Propolisin fenolik
bilesiklerinden bazilar1 ise sinnamil alkol, sinnamik asit, vanillin, benzil alkol, benzoik asit,
kafeik ve ferulik asitlerdir (6). Propoliste bulunan bazi 6nemli flavonoidlerin ve kafeik asit
fenetil esterin (CAPE) kimyasal yapilar1 Sekil 5° te gosterilmistir.

Propolisin siiperoksit anyonunun olusumunu engelledigi rapor edilmistir. Ayrica
propolisin, karacigerde sentezlenen ve radikal temizleme aktivitesine sahip olan glutatyon
tiiketimini zit yonde etkiledigi belirlenmistir (19).

Propolisin i¢inde yogun olarak bulunan flavonoidler giiclii antioksidanlardir ve serbest
radikalleri temizleme kapasitesine sahip olduklar1 ve boylelikle hiicre membranindaki lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu olduklari yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. Diger
faktorler ile birlikte aktif serbest radikallerin, hiicresel yaglanma ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, eklem iltihaplari, kanser, diyabet, Parkinson ve Alzheimer hastaliklar1 gibi bu tiir

durumlardaki kétiilesmelerden sorumlu olduklar1 diistiniilmektedir (6).
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H Caffeic acid phenethyl ester
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Sekil 5. Propoliste bulunan bazi 6nemli flavonoidlerin ve kafeik asit fenetil esterin (CAPE)

kimyasal yapilar1 (28)

2.1.3. Propolisin Bitkisel Kaynag:

Propolisin en 6nemli kaynagini kavak, kizilagag, hus agaci, kestane, disbudak agaci ve
cesitli Pinus (¢am) ve Salix (sogiit) tiirleri gibi bitkiler olusturmaktadir. Ham propolisin

kimyasal yapisini art mumunun igerigindeki cesitlilik etkiler (6).
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Propolisin kimyasal bilesimi, arilarin dolastigi her bir bolgenin bitki Ortiistindeki
biyolojik ¢esitlilikten dolay1 biiyiik dl¢iide degisken ve komplekstir. Buna ragmen, iliman
bolgelerde propolisin baslica kaynagini populus olarak adlandirilan kavak tiirlerinin tomurcuk
salgilarinin olusturdugu birkag istisna da vardir. Avrupa, Kuzey Amerika, Yeni Zelanda ve
Asya’ da propolis ile ilgili yapilan ¢aligsmalar neticesinde bu sonuglara ulasilmistir. Bununla
birlikte Avrupa propolisi drneklerinin kavak kdkenli olmadig1 da ifade edilmistir (29).

Ote yandan kavagin bulunmadigi tropikal bodlgelerde arilar, propolis iiretmek igin
diger bitki kaynaklarini kullanirlar. Sonoran Co6lii’ nde propolisin bitkisel kaynagini Ambrosia
deltoidea bitkisi olusturmaktadir. Venezuela’ dan elde edilen propolis drneklerindeki bazi
bilesiklerin, Clusia tiirlerinde (Guttiferae) ortaya cikarilan bilesenler ile aynmi oldugu
belirlenmis ve bu da bu bitki tiirlerinin, ilgili bélgedeki propolis iiretiminin kaynagi oldugunu
gostermistir. Glineybat1 Brezilya’ da Araucaria spp. ve Baccharis spp. tiirleri propolis i¢in
kabul edilen bitki kaynaklari olarak tanimlanmustir (29).

Bundan dolay1 farkli cografik bolgelerdeki propolisin bilesiminin farkli oldugu
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla baz1 biyolojik aktivitelerin varligi veya siddeti de farkh
olmaktadir. Bununla birlikte ayni iilke propolislerinin bilesimi de bolgeye ve toplanma
zamanina gore, kalitatif ve kantitatif olarak farklilk gosterebilmektedir. Ornegin, bazi
yazarlar,  Brezilya’ nin farkli boélgelerindeki propolisin kimyasal olarak 12 tipte
siniflandirildigini belirtmislerdir (29). Tablo 3’ te propolisin igerigindeki farkliliklar, iklim,

cografik bolge ve bitki tiirline gére dzetlenmistir.
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Tablo 3. Propolisin igeriginin iklim, cografik bolge ve bitki tiirline gore degisimi (28)

iklim

Tiirii Cografik Bolge Yaygin Bitki Tiirii Propolis I¢erigi
Cesitli kavak agac tiirleri
(Populus spp.) yaygin bitki ~ Fenolik bilesikler agisindan
Avrupa, e g L :
[liman . . tiriidiir. zengindir: Flavonoidler,
N Kuzey Amerika, Yeni - . o .
Bolge Kavak tomurcugu, fenolik aromatik asitler ve esterlerini
Zelanda, Bat1 Asya e N .
bilesiklerin zengin bir igerir.
kaynagidir.
di- ve tri-terpenler agisindan
zengindir. p-kumarik asit,
Kavak agaci1 yoktur. Clusia p.replllenr'rl{s p-ku'rnarl'k astt,
. . . dihidroksisinnamik asit
. Avusturalya, Giliney minor, C.IUSIa major, igerir.
Tr"o pikal Amerika, Venezuela, Arauca”.a heterophy!la,_ Flavonoidler, bitki aleminde
Bolge Baccharis dracunculifolia ve

genis bir sekilde yayildigi
icin flavonoid de igerir, fakat
az miktardadir.

Artepillin C (Brezilya
propolisinde)

Brezilya farkli tiirleri yaygin bitki

turleridir.

2.1.4. Propolisin ve Iceriginde Bulunan Bilesenlerin Biyolojik Aktiviteleri

Propolis, kompleks kimyasal bilesiminden dolay1 halk tibbinda uzun yillardir yaygin
olarak kullanilmaktadir (4). Propolisin antibakteriyel, antiviral, antifungal, antikaryojenik,
antililser, immiinomodiilatér, antiinflammatuar, antioksidan, hepatoprotektif, anestezik,
antitimoral, antikanser, radyoprotektif, noroprotektif, antiproliferatif ve tiimor indiikli
anjiogeneze karsi koruyucu gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu yapilan degisik
arastirmalarla gosterilmistir (28).

Bitki kaynagi ve toplanma bolgesi propolisin biyolojik aktivitesinde biiyiik 6nem
tasimaktadir (19). Flavonoidler gibi fenolik bilesikler propolisin biyolojik aktivitesinden
baslica sorumlu olan yapilardir (30). Farkli yapisal o6zelliklere sahip olan flavonoidler
biyolojik aktivitelerinde Onemli c¢esitlilikler gosterir (31). Flavonoidlerin hayvan
sistemlerindeki biyokimyasal etkileri; biyolojik polimerlere baglanma egilimi, agir metal
iyonlara baglanma, elektron tasinmasinin hizlandirilmasi ve serbest radikalleri yakalama
yetenegi olmak tizere dort kategoriye ayrilmaktadir (2).

Flavonoidlerin  antiinflammatuar, antihepatotoksik, antikanser, antiviral ve

antibakteriyel aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir. Yaygin bir gorlise gore,
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flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri serbest radikallerin zararli etkilerine karsi koruyucu
yetenek gostermeleri ile iliskilidir (32).

Propolis c¢esitli enzim sistemlerinin uyarilmasinda, hiicre metabolizmasinda,
dolasimda ve kollajen olusumunda etki gostermekle birlikte, yanik yaralarinin iyilesmesinde
de etkili olmaktadir. Biitiin bu etkilerin propoliste bulunan argininin varligiin bir sonucu
oldugu belirlenmistir (6). Flavonoidlerin ve fenolik asitlerin, o6zellikle kafeatlarin
antibakteriyel, antiviral ve antioksidan etkileri bilinmektedir (11).

Tablo 4’ te propolisin yapisinda bulunan bilesiklerin biyolojik aktiviteleri
Ozetlenmistir.

Brezilya propolisindeki 6nemli farmakolojik olarak aktif yapilar flavonoidler, fenolik
asitler ve esterleridir. Kafeik asit fenetil ester (CAPE) ve 3,5-diprenil-4-hidroksisinnamik asit
(artepillin C) gibi baz1 spesifik propolis bilesenlerinin kansere karsi koruyucu ajan oldugu
diisiiniilmektedir (37).

Kujumgiev ve arkadaslarina gore (15) tek bir propolis bileseni toplam
ekstraktinkinden daha biiyiik bir aktiviteye sahip degildir ve bundan dolay1 propolisin genel
biyolojik 6zellikleri kendi bilesenlerinin dogal karigimindan ileri gelmektedir (38).

Propolisin  bilesiminin  ¢esitlilik  gostermesi, medikal uygulamalar1 ve
standardizasyonunda problem olusturmaktadir. Bu nedenle propolis ile yapilacak olan
biyolojik caligmalar, o propolisin bitkisel kaynaklarinin ve kimyasal bilesiminin belirlenmesi

ile gerceklestirilmelidir (38).
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Tablo 4. Propolisin yapisinda bulunan bilesiklerin biyolojik aktiviteleri (13,28, 33,34,35,36)

Bilesik

Biyolojik Aktiviteler

Galangin

Kafeik asit fenil ester (CAPE)

Kafeik asit

Krisin
[zopentil ferulat

Akasetin
Sakuranetin

Pigenin
Kaempferol
Kuersetin

Rutin

Hesperitin

Naringin

Luteolin

Pinosembrin

Pinostrobin

Pinobanksin

Pinobanksin 3-asetat

Benzil p-kumarat

Benzil ester

Pterostilben

Ferulik asit

Prenillenmis p-kumarik asit
Diterpenik asitler
Kafeoilkuinik asit tiirevleri
Dikafeoilkuinik asit tiirevleri
Artepillin C (Brezilya propolisi)
Propol (Brezilya propolisi)

Antiinflammatuar, antioksidan, antiviral, antibakteriyel,
hepatoprotektif, antimikrobiyal

Antiinflamatuar, antibakteriyel, antitiimdral, antikanser,
hepatoprotektif, antimikrobiyal, antifungal, antiviral,
tiimor sitotoksik

Antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiinflammatuar,
antimikrobiyal, antitlimoral

Antiinflammatuar, antiviral

Antiviral

Antiviral, antioksidan, antiinflammatuar
Antimikrobiyal, antifungal

Antiviral

Antiviral, antiiilser, antimikrobiyal

Antiviral, antibakterial, antihistamin, antiiilser, kapiller
giiclendirici, antitlimdral, yara iyilestirici

Antiviral

Antiiilser

Antitiilser

Antiviral, antitiimoral

Antibakteriyel, antifungal, lokal anestezik, antimikrobiyal
Lokal anestezik

Antimikrobiyal, antifungal
Antimikrobiyal

Antitiimoral

Antifungal

Antifungal

Antimikrobiyal

Antibakteriyel, sitotoksik
Antibakteriyel, sitotoksik
Immunomodulatér, hepatoprotektif
Giiglii antioksidan

Antitiimdral

Giglii antioksidan

2.1.5. Propolisin Antioksidan Aktivitesi

Antioksidanlar, membran lipidleri, protein ve DNA’ ya zarar veren reaktif oksijen

tiirleri (ROS) tarafindan olusturulan hasara karsi viicudumuzu korumak gibi insan sagligi

tizerinde olumlu etkiler gostermektedirler ve kardiyovaskiiler hastaliklar, seker hastaligi
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(diabetes mellitus), kanser ve Alzheimer gibi bir¢ok hastalikta 6nemli rol oynamaktadirlar
(39).

Antioksidanlar oksidanlar1 inaktif hale getirmek i¢in dort sekilde etki ederler. Bunlar;
1) Siplrici etki (scavenging); antioksidan enzimler tarafindan serbest oksijen radikalleri
tutar veya daha zayi1f bir molekiile doniistiiriir.

2) Bastirici etki (quencher); vitaminler ve flavonoidler serbest oksijen radikallerine bir H
ekleyip aktivitelerini azaltir veya tamamen inaktif sekle dontistiiriir.

3) Onarici etki (repair); DNA’ da olusan hasarlar1 azaltir, oksidatif hasar gormiis
biyomolekiilii onarir.

4) Zincir kirici etki (chain breaking); hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller serbest oksijen
radikallerini kendilerine baglar ve inaktive eder (40,41).

ROS’ larin diizeyini kontrol eden ve stres kosullar1 altinda hiicreleri koruyan memeli
dokulari, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GSH) gibi ROS’ lar1 temizleyen cesitli
enzimler igerir. Propolis gibi bazi bilesikler de ROS’ lardan kaynaklanan detoksifikasyon
stirecine katkida bulunur (30).

Propolisin en 6nemli antioksidan mekanizmasi serbest radikallerin olusturdugu DNA
hasarlarmi tamir edici 6zellikte olmasindan ve lipid peroksidasyonuna neden olan polimer
zincir reaksiyonlarini kirict 6zelligi ile ROS’ lar1 dokulardan uzaklastirici etki gdstermesinden
kaynaklanmaktadir (40).

Flavonoidler, fenolik asitler ve tanninler gibi fenolik bilesikler gidalarin antioksidan
potansiyeline katki saglayan baslica bilesikler olarak diistiniilmektedir. Polifenollerin
antioksidan aktivitesi biiyiik Ol¢iide serbest radikalleri etkisizlestirici rol oynamasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica antioksidanlar sinerjistik yolla birbirini etkilerler ve herhangi
birinin digerini oksidatif hasara karsi koruyabildigi ayr1 ayr etkilere sahiptirler (42).

Serbest radikallerin olusturdugu hasarlara kars1 propolisin koruyucu etkisinin i¢erdigi
flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme yeteneginden ileri geldigi belirtilmektedir (40).

Flavonoidlerin antioksidan aktivitesinin radikal temizleme ve metal selatlama olmak
tizere iki Onemli etkiye dayandigi diisiiniilmektedir (31). Flavonoidler antioksidan
Ozelliklerini yapilarindaki hidroksil gruplar, O-metillenmis gruplar, 2. ve 3. karbon arasindaki
cift bag (doymamis yapi1) ve 4. karbonda bulunan karbonil grubu (4-okzo grubu), karbohidrat

birimleri ve 3’,4’-katekol konfigiirasyonlar1 ile kazanirlar (25,31).
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Flavonoidler ve metabolitlerinin antioksidan aktivitesi halkali c¢ekirdeksel
yapilarindaki fonksiyonel gruplarin yerlesimine baglhdir. Flavonoidlerin yapilarindaki
stibstitlientlerin uzaysal yerlesimi flavan iskeletinin tek basina gostermis oldugu antioksidan
aktiviteden daha yiiksek olabilmektedir. Pek ¢ok polifenolik antioksidan birbirleriyle
karsilastirildiginda, hem konfiglirasyonun hem de hidroksil gruplarmin toplam sayisinin
antioksidan aktiviteyi biiyiik ol¢tide etkiledigi goriilmiistiir (25).

B-halkasinin  hidroksil konfigiirasyonu ROS ve reaktif azot tiirlerinin (RNS)
temizlenmesinde en 6nemli belirleyici etkendir. B-halkasindaki hidroksil gruplari, hidroksil,
peroksil ve peroksinitrit radikallerine hidrojen ve elektron vererek onlar1 kararli hale getirir
(25).

B-halkasindaki 3’°,4’-katekol yapist lipid peroksidasyonunu c¢ok kuvvetli sekilde
azaltir. Bu yerlesim peroksil, siiperoksit ve peroksinitrit radikallerini temizleyen c¢ogu
antioksidanin en dikkat cekici ozelligidir. Ornegin peroksil radikal temizleme yetenegine
sahip luteolin, kaempferolden daha giiclii antioksidandir. Her ikisi de aymi hidroksil
konfigiirasyonuna sahiptir, ancak kaempferol B-halkasindaki katekol yapisindan yoksundur.
Katekol veya o-trihidroksil (pirogallol) sistemlerinden yoksun flavonlar nispeten kararsiz
radikaller olusturur ve zayif temizleyicilerdir (25).

Flavonoidlerde bulunan heterohalkanin antioksidan aktivitedeki yeri, serbest 3-OH
grubunun varhigina ve aromatik halkalar arasindaki uygun konjugasyona baghdir.
Flavonoidler tarafindan serbest radikallerin temizlenmesi en ¢ok serbest 3-OH grubunun
varligina baglidir. 3-OH ve 3’,4’-katekol yapisina sahip flavonoidler radikallere karsi daha
etkilidir. Kuersetin , mirisetin ve kaempferol gibi flavonollere nazaran, bir flavon olan
luteolin ¢ok zayif DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme yetenegine sahiptir
(25).

Flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri yapiya baglanan hidroksil grubu sayisina gore

artarken, baglanan karbohidrata ve karbohidratin cinsine gore de azalmaktadir (43).
2.1.6. Propolisin Kullanim Alanlar:

Propolis kullanimi MO 300 gibi ¢ok eski ¢aglara kadar dayanmaktadir ve diinyanin
bir¢ok bolgesinde hem internal hem de eksternal olarak halk tibbinda ve modern tipta ilag

olarak kullanilmaktadir (38).
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Propolis bugiin de halen popiiler bir ilag olarak kullanilmaktadir ve kapsiil seklinde
(katkisiz (saf) ya da aloe jel ve rosa canina (kusburnu) veya polen ile karistirilmis her iki
formda), ekstrakt olarak (hidroalkolik ve glikolik), gargara olarak (melisa (ogulotu), adacayzi,
ebeglimeci ve/veya biberiye ile karigtirllmig), bogaz pastili, krem ve toz sekillerde (gargara ya
da suda c¢oziindiiriiliip igilebilecek sekilde kullanilarak) mevcuttur. Ayni zamanda mumun
uzaklastirllmasiyla saflagtirllmig {irtin seklinde ticari olarak piyasada bulunmaktadir.
Propolisin ayrica kozmetiklerde ve saglikli gidalarin bir 6gesi olarak faydali oldugu iddia
edilmektedir (44).

Yararl kullanimlarina zit olarak propolis, bazi toksik ve alerjik etkilere de sahiptir.
Propolisin yapisindaki 1,1-dimetilallil kafeik asitin alerjiden sorumlu bilesen oldugu
belirlenmigtir (35). Burdock’ a gore propolis toksik degildir ve insanlar i¢in giivenli

konsantrasyonun 1,4 mg/kg/giin veya ortalama 70 mg/giin olabilecegini 6nermektedir (2).

2.1.7. Propolisin Coziiciiler ile Yapilan Ekstraksiyonu

Propolis ham halde kullanilamaz. Bu nedenle ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon ile
saflastirilmalidir. Bu siirecte inert maddeler uzaklastirilmali, yararh etkileri propolisin diger
bilesenlerinden ¢ok daha fazla olan polifenolik kisimlar ise korunmalidir (11).

Yapilan c¢esitli ¢aligmalarda propolisin sulu, etanollii, metanollii, eter ve yag
ekstraktlar1 hazirlanarak, suda ¢ok az ¢6ziindiigii, etanol ve metanolde ise daha 1yi ¢6zlindiigli
belirlenmigtir. Bunun yani sira propolisin, eter ya da kloroformda tamamen, hidrokarbon
¢oziiclilerde ise ¢cok az miktarda ¢ozlindiigii tespit edilmistir (13).

Propolisin icerigindeki bilesiklerin ¢ogu lipofilik bilesiklerdir. Bu bilesikleri etanol
kullanarak ekstrakte etmek kolay oldugu i¢in propolisin etanollii ekstrakti iyi bilinmektedir ve
bundan dolay1 daha cazip hale gelmistir. Buna karsilik propolisin sulu ekstrakti ile ilgili
yapilan az sayidaki yayma ragmen propolisin sulu ekstrakti ve kafeoilkuinik asitleri iceren
temel bilesenlerinin, propolisin etanollii ekstrakti ve igerigindeki bilesenlerden daha yiiksek
antioksidan etkilere, baz1 enzimlere karsi daha ytiksek inhibitor aktivitesine ve daha yiiksek
absorbansa sahip oldugu belirtilmistir (45).

Farkl ¢oziiciiler, farkli bilesenleri ¢oziip ekstrakte edecegi i¢in propolis ekstraksiyon
metodlari, propolisin aktivitesini etkileyebilmektedir. Biyolojik dl¢iimlerde ¢cok daha yaygin

olarak kullanilan ekstraktlar, farkli konsantrasyonlardaki etanol, metanol ve sudur (38).
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Cesitli matrislerdeki polifenollerin analizi i¢in ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz
kromatografisi (GC), yliksek basingli s1v1 kromatografisi (HPLC), HPLC-kiitle spektrometrisi
ve kapiller elektroforez (CE) gibi ¢ok daha etkili analitik ayirma yontemleri gelistirilmistir

(11).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Cihazlar ve Malzemeler

Etiiv (Gallenkamp Plus Oven), calkalayici inkiibatér (Biolab SHEL Lab Shaking
Incubator), hassas terazi (METTLER TOLEDO AB204-S), buzdolab1 (+4 °C, -80 °C),
santrifiij (eppendorf Centrifuge 5804 R), mikrosantrifiij (Thermo Electron Corporation IEC
Micromax Microcentrifuge), liyofilizatér (TELSTAR Cryodos), mikropleyt okuyucu
(Molecular Devices Versa max microplate reader), pH metre (Hanna Instruments),
termomikser (Eppendorf 1,5 ml Thermomixer Comfort), manyetik karistirict (TERMAL),
vorteks (IKA® VORTEX GENIUS 3), otomatik pipetler (Socorex Acura 825 autoclavable
100-1000 pL, 10-100uL, 1-10 uL), coklu otomatik pipetler (Socorex Acura 855 autoclavable
40-350 uL, 5-50 uL), mavi pipet ucu (200-1000 pL), sar1 pipet ucu (0-200 pL), beher, balon
joje, meziir, cam pipet, adi balon, cam sise gibi ¢esitli cam malzemeler, piset, ependorf tiipler
(1.5 ml), falkon tiipler (50 ml), 0.45 um’ lik membran filtre (Agilent Technologies),
ultrasonik banyo (GEN-PROBE), HPLC (Agilent 1100 Series), C;s kolon (HICHROM
LICHROSPHERE RP18-5 25 cm x 4.0 mm id LISPRP18-5-250AF), HPLC cihaz1 (Agilent
1100 Series), kolon (Agilent 1100 Series, G1316A COLCOM), enjektor (Agilent 1100 Series,
GI313A ALS), pompa (Agilent 1100 Series, G1311A QuatPump), degasser (Agilent 1100
Series, G1379A DEGASSER), dedektor (Agilent 1100 Series, G1365B MWD).
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3.1.2. Kimyasal Maddeler

HPLC grade su, Etanol (Riedel-de Haén, 32221), Dimetil siilfoksit (DMSO) (Carlo
Erba, 445103), Gliserol (Merck, K10920193), Aseton (Merck, K39156414), Gallik asit
(Sigma, G7384), Kuersetin dihidrat (Fluka, 83370), Troloks ((+)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetra-
methylchromane-2-carboxylic acid) (Fluka, 56510), Sodyum karbonat (Na,CO3) (Lancaster,
13098), Folin & Ciocalteu’s fenol reaktifi (Sigma, F9252), Aluminyum nitrat nonahidrat
(AI(NO3);.9H,0) (Fluka, 06274), Potasyum asetat (KCH3COO) (Merck, K32043020),
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0) (Merck, K1305445), Disodyum hidrojen
fosfat dihidrat (Na,HPO4.2H,0) (Merck, K16290176), Potasyum hekzasiyanoferrat (III)
(K3Fe(CN)g) (Lancaster, 13746-66-2), Trikloroasetik asit (ABCR, AB119247), Demir (III)
kloriir (Sigma, F7134), TAS kiti (Rel Assay Diagnostics, RLO11), Hidroklorik asit (Sigma-
Aldrich, 07102).

3.2. Metodlar

3.2.1. Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

S. S. Trabzon Merkez Tarimsal Kalkinma Kooperatifi tarafindan, Trabzon ilinin gesitli
yorelerinden toplanarak temin edilen ve buzdolabinda -20 °C’ de dondurulmus olan dogal
propolis {iriinii rendelenip tekrar -20 °C’ de donduruldu. Rendelenen propolis blendirda toz
haline getirilerek, hassas terazide 0,5 er g tartilip 50 ml’ lik bes ayr1 falkon tiipiline aktarildi.
Herbir falkon tiipiine 20° ser ml saf haldeki su, etanol, dimetil siilfoksit (DMSO), gliserol,
aseton ilave edilerek bes ayri ¢oziicii ile muamele edilmis propolis 6rnekleri vortekslendi ve
calkalayict inkiibatorde 60 °C’ de 150 rpm’ de 24 saat siireyle ¢Ozlinmesi icin siirekli
calkalanarak inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi propolis eksraktlar1 4000 rpm’ de 10
dakika santrifiijlendi ve siizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii. Boylece 25 mg/ml’ lik sulu,
etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu stok propolis ekstraktlart hazirlanmis oldu ve
gerekli denemelerde kullanilmak iizere buzdolabinda +4 °C’ de, karanlikta saklandi. Daha
sonra hazirlanan sulu, etanollii ve DMSO’ lu ekstraktlardan 5° er ml alinarak kiigiik adi
balonlara konuldu ve -80 °C’ de 30 dakika bekletildi. 30 dakika sonunda propolis
ekstraktlarindan liyofilize 6rneklerin hazirlanmasi i¢in liyofilizatére konuldu ve 6 saat sonra

cihazdan alindi. Liyofilize orneklere tekrar 5° er ml kendi ¢oziiciilerinden eklenerek
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karistirlldt ve +4 °C’ de, karanlikta saklandi. Bu sekilde normal ve liyofilize ekstraktlar

hazirlanmis oldu.
3.2.2. Ekstraktlarda Toplam Polifenol icerik Tayini

Ekstraktlarin toplam polifenol igerigi, modifiye edilmis Folin-Ciocalteu metoduna
gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Metod, fosfotungstik asitin (H;P[W30Oj¢]s) bazik
cozeltide fosfotungstik mavisine indirgenmesi esasina dayanir. Olusan fosfotungstik
mavisinin absorbansi, aromatik fenolik gruplarin sayisi ile orantilidir ve toplam polifenol

iceriginin belirlenmesi amaciyla standart olarak gallik asit kullanilir (46).
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlams1

e 9% 20’ lik Na,COs Cozeltisi : 10 g Na,COj tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50 ml” ye
tamamlandi.

e 1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi : 1 ml 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi, 9 ml saf su eklenerek
1:10 oraninda seyreltildi. Tayin 6ncesi hazirland1 ve taze olarak kullanildu.

e Standartlar : 0.01 g gallik asit 1 ml saf su ile ¢oziilerek 10 000 pg/ml’ lik gallik asit
standardi elde edildi. Bundan 1000 pg/ml’ lik standart hazirlanarak saf su ile ¢oztilmiis
150, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ve 1.5625 pg/ml’ lik gallik asit standartlari

meydana getirildi.
Deneyin Yapihis1

Ekstraktlar ve korler 1:50 oraninda saf su ile seyreltildi.

Tablo 5’ teki pipetlemeler 96 kuyucuklu mikropleytte yapildi (47).
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Tablo 5. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu ekstraktlarinda toplam

polifenol igerigin belirlenmesi

Kor Numune Standart
Su / Etanol / DMSO / Gliserol / Aseton 125 ul - -
Ekstrakt - 12.5 ul -
Standart - - 12.5ul
1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi 62.5 ul 62.5 ul 62.5 ul
% 20’ lik Na,CO; 125 ul 125 ul 125 ul

Oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

700 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans dl¢iildii.

Sonuglar gallik asit standart grafi§inden yararlanilarak pg/ml olarak hesaplandi. mg

Gallik asit / g propolis sekline asagidaki hesaplamayla doniistiiriildii. Her 6rnek i¢in dl¢timler

tic kere tekrarlandi (n = 3).

Absorbans

0 Bl T T

y = 0,004x
R? = 0,9981

Gallik Asit Standart Grafigi

0 20 40

60 80

100 120 140

Konsantrasyon (pug / ml)

160

Sekil 6. Toplam polifenol icerik tayini i¢in gallik asit standart grafigi

Net absorbans = Ortalama absorbans — Kor absorbansi

Net absorbans

Diliisyon katsayis1 (50)

X
Standart grafigindeki x’ in katsayisi

25
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Calismamizda standart grafigindeki x’ in katsayist Sekil 6’ ya gore 0,004 olarak
bulundu. Buradaki 25 rakami 25 mg/ml’ lik propolis ekstraktindan dolayidir.

3.2.3. Ekstraktlarda Toplam Flavonoid i¢erik Tayini

Ekstraktlarin toplam flavonoid igerigi, Aliminyum kloriir kolorimetrik metodu ile
belirlenmistir. Metodun prensibi, AICI3” iin flavonlar ve flavonollerin C-4 keto grubu ve C-3
veya C-5 hidroksil gruplar ile asitte kararli kompleksler olusturmasi esasina dayanmaktadir.
Buna ek olarak, AICIs, flavonoidlerin A- veya B- halkalarinin orto-dihidroksil gruplar ile

kompleks olusturur (48). Bu metoda gore standart olarak kuersetin kullanilir (49).
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

e 9% 80’ lik Etanol Cozeltisi : 80 ml’ lik saf etanoliin hacmi saf su ile 100 ml’ ye
tamamlandi.

o % 10’ luk AI(NOs); Cozeltisi : 2.5 g Al(NOs); tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 25 ml’
ye tamamlandi.

e 1 M KCH;COO Cozeltisi : 2.454 g KCH3COO tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 25
ml’ ye tamamlandi.

e Standartlar : 0.01 g kuersetin 802 pl saf etanol ile ¢oziilerek hacmi saf su ile 1000 pl’
ye tamamlandi. 10 000 pg/ml’ lik kuersetin standardi elde edildi. Bundan 1000 pg/ml’
lik standart hazirlanarak % 80’ lik etanol ile ¢ozilmiis 100, 75, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125 ve 1.5625 pg/ml’ lik kuersetin standartlart meydana getirildi.

Deneyin Yapihisi

Ekstraktlar ve korler 1:20 oraninda saf su ile seyreltildi.

Tablo 6’ daki pipetlemeler 96 kuyucuklu mikropleytte yapildi (50).



Tablo 6. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu ekstraktlarinda toplam

flavonoid igerigin belirlenmesi

Kor Numune Standart
Su / Etanol / DMSO / Gliserol / Aseton 201 ] ]
/ % 80’ lik Etanol
Ekstrakt - 20 pl -
Standart - - 20 ul
% 80’ lik Etanol 172 wl 172 ul 172 ul
% 10’ luk AI(NO3)3 4 ul 4 nl 4 ul
1 M KCH3;COO 4 ul 4 ul 4 ul

Oda sicakliginda, karanlikta 40 dakika inkiibe edildi.

415 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildii.

Sonuglar kuersetin standart grafiginden yararlanilarak pg/ml olarak hesaplandi. mg
Kuersetin / g propolis sekline asagidaki hesaplamayla doniistiiriildii. Her 6rnek i¢in 6l¢iimler

ti¢ kere tekrarland1 (n = 3).

Kuersetin Standart Grafigi

0,5 -

0,4 y = 0,0039x
2 R? = 0,9959
8 03
(e}
8 02
<

0,1

0 1 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon ( pg / ml)

Sekil 7. Toplam flavonoid igerik tayini i¢in kuersetin standart grafigi
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Net absorbans = Ortalama absorbans — Kor absorbansi

Net absorbans Diliisyon katsayis1 (20)
X
Standart grafigindeki x’ in katsay1s1 25

Calismamizda standart grafigindeki x’ in katsayis1 Sekil 7’ ye gore 0,0039 olarak
bulundu. Buradaki 25 rakami 25 mg/ml’ lik propolis ekstraktindan dolayidir.

3.2.4. Ekstraktlarda Demir (Fe"’) indirgeyici Gii¢c Tayini

Antioksidanlar gibi indirgen maddelerin varligi Fe"-ferrisiyaniir kompleksinin Fe™’
ye indirgenmesine neden olmaktadir. Bu metodda, test edilen 0rnegin indirgenme giicline
bagli olarak test ¢Ozeltisinin rengi saridan yesile doner. Olusan yesil renk 700 nm’ de
maksimum absorbans verir ve artan absorbans artan indirgenme kuvvetini gosterir (51). Bu

metoda gore standart antioksidan bilesik olarak troloks kullanilir (52).
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamisi

e 0.2 M pH:6.6 Fosfat Tamponu : 2.137 g NaH,P04.2H,0 ve 1.121 g Na,HPO4.2H,0
tartilarak karigtirildi. Saf su eklenerek 90 ml’ ye kadar ¢6ziildii. Daha sonra pH’ s1 6.6’
ya ayarlanarak hacmi saf su ile 100 ml’ ye tamamland.

e % 1’ lik KsFe(CN)s Cozeltisi : 1 g KsFe(CN)g tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 ml’
ye tamamland.

e % 10’ luk TCA Cozeltisi : 5 g TCA tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50 ml’ ye
tamamlandi.

e % 0.1’ lik FeCl; Cozeltisi : 0.1 g FeCls tartildi, saf su ile ¢6ziiliip hacmi 100 ml’ ye
tamamlandi.

e Standartlar : 0.001 g troloks 1 ml saf etanol ile ¢oziilerek 1000 pg/ml’ lik troloks
standard1 elde edildi. 1000 pg/ml’ lik standarttan saf etanol ile ¢oziilmiis 125, 62.5,
31.25, 15.625, 7.813, 3.906, 1.953 ve 0.977 pg/ml’ lik troloks standartlari hazirlandi.
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Deneyin Yapihisi

Ekstraktlar ve korler 1:100 oraninda saf su ile seyreltildi.
Deney modifiye edilerek spektrofotometrik kiivetler yerine Tablo 7° deki
pipetlemelerin ilk alt1 asamas1 1,5 ml’ lik ependorflarda, sonraki agamalar ise 96 kuyucuklu

mikropleytte yapildi (53).

Tablo 7. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu ekstraktlarinda demir

(Fe™) indirgeyici gii¢ tayini

Kor Numune Standart

Su / Etanol / DMSO / Gliserol / Aseton 401 ) )

/ % 80’ lik Etanol

Ekstrakt - 40 pl -
Standart - - 40 ul
0.2 M pH:6.6 Fosfat Tamponu 100 pl 100 pl 100 pl
% 1’ lik K3Fe(CN)g 100 pl 100 pl 100 pl

50 °C’ de 20 dakika inkiibe edildi ve sogutuldu.
% 10’ luk TCA 100 pl 100 pl 100 pl

3000 g’ de 10 dakika santrifiij edildi.

Ustteki fazlardan 100 er pl almarak 96 kuyucuklu mikropleyte aktarildi.

Saf su 100 pl 100 pl 100 pl

% 0.1° lik FeCls 20 ul 20 ul 20 ul

Oda sicakliginda, karanlikta 5 dakika inkiibe edildi.

700 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans dl¢iildii.

Sonuglar troloks standart grafiginden yararlanilarak pg/ml olarak hesaplandi. mg
Troloks / g propolis sekline agagidaki hesaplamayla doniistiiriildii. Her 6rnek i¢in 6l¢timler ii¢

kere tekrarlandi (n = 3).
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Troloks Standart Grafigi

0,4 1 y = 0,003x
R? = 0,9992

Absorbans

0,0 - ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140

Konsantrasyon ( ug / ml )

Sekil 8. Demir (Fe™) indirgeyici gii¢ tayini igin troloks standart grafigi

Net absorbans = Ortalama absorbans — Kor absorbansi

Net absorbans Diliisyon katsayis1 (100)
X
Standart grafigindeki x’ in katsay1s1 25

Calismamizda standart grafigindeki x’ in katsayist Sekil 8 e gore 0,003 olarak
bulundu. Buradaki 25 rakami 25 mg/ml’ lik propolis ekstraktindan dolayidir.

3.2.5. Ekstraktlarda Toplam Antioksidan Statii (Total Antioxidant Status-TAS)
Tayini

Toplam antioksidan statiiyli belirlemek amaciyla Rel Assay Diagnostics tarafindan
tiretilen ticari kit (LOT: RLO11) kullanildi. Bu metoda gore, 6rnekteki antioksidanlar koyu
mavi-yesil renkli ABTS radikal seklinden, renksiz indirgenmis ABTS formuna indirgenir.
660 nm’ de absorbansin degisimi 6rnegin toplam antioksidan kapasitesi ile iliskilidir. Tayin,
vitamin E analogu olan ve Troloks esdegeri (Troloks Equivalent) olarak adlandirilan kararl

standart antioksidan ¢6zelti olarak kullanilan referans madde ile kalibre edilir.
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Kullanilan Reaktifler

e Reaktif 1 : Analiz tamponu

e Reaktif 2 : Renkli ABTS radikal ¢ozeltisi

e Standartlar : Standart 1 (0,0 mmol Troloks Equiv. /L)
Standart 2 (1,5 mmol Troloks Equiv. /L)

Deneyin Yapihisi

Ekstraktlar ve korler 1:20 oraninda saf su ile seyreltildi.

Tablo 8’ deki pipetlemeler 96 kuyucuklu mikropleytte yapildi.

Tablo 8. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu ekstraktlarinda toplam

antioksidan statii (TAS) tayini

Numune Standart
Ekstrakt 10 pl -
Standart - 10 ul
Reaktif 1 160 ul 160 pl

660 nm’ de mikropleyt okuyucuda ilk absorbans (A1) 6l¢iildii.

Reaktif 2 25 ul 25 ul

Oda sicakliginda, karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.

660 nm’ de mikropleyt okuyucuda ikinci absorbans (A2) dlgtildii.

Al degerleri A2 degerlerinden ¢ikarilarak bu absorbans degerlerine karsilik gelen
toplam antioksidan statii degerleri belirlendi. Sonuglar mmol Troloks / 100 g propolis sekline

asagidaki hesaplamayla doniistiirtildii. Her 6rnek icin ol¢limler ii¢ kere tekrarlandi (n = 3).

A Absorbans Std 1 = Std 1’ in 2. Absorbanst — Std 1’ in 1. Absorbansi
A Absorbans Std 2 = Std 2’ nin 2. Absorbansi — Std 2’ nin 1. Absorbansi
A Absorbans Ornek = Ornegin 2. Absorbansi — Ornegin 1. Absorbansi
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Sonug = (A Abs Std 1 — A Abs Ornek) / (A Abs Std 1 — A Abs Std 2) x 1,5 x Diliisyon
katsayis1 (20) / 25 x 100

Buradaki 1,5 standart 2’ nin konsantrasyonudur, 25 rakami 25 mg/ml’ lik propolis

ekstraktindan dolayidir.

3.2.6. Ekstraktlarin HPLC ile Kalitatif Analizi

Cok sayida calismaya konu olan polifenolik bilesiklerin karakterizasyonunda yiiksek
basinglt sivi kromatografisi (HPLC) halen en popiiler ve giivenilir analitik teknik olarak
gosterilmektedir (54).

Cis kolonlar ile birlikte kullanilan ters faz-ytliksek basingli sivi kromatografisi (RP-
HPLC) ve ozellikle diyod array dedektér (DAD) ile birlikte kullanilan HPLC fenolik
bilesiklerin tanimlanmasinda ¢ok yonlii, hassas ve nispeten diisiik maliyetli olmas1 agisindan

¢ok onemli ve giivenilir bir tekniktir (22).

Deneyin Yapihis

Buzdolabinda +4 °C’ de saklanan sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu 25
mg/ml’ lik propolis ekstraktlart 0,45 pm’ lik membran filtreden siiziildi. Mobil fazlar
hazirlanarak ayni sekilde 0,45 pm’ lik membran filtreden gecirildi. Daha sonra mobil fazlarin
tam ¢oziinmesini saglamak ve ¢oziiciileri degaz etmek amaciyla 30 dakika boyunca ultrasonik
banyo kullanilarak asagida belirlenen kromatografik kosullara gore HPLC cihazina verildi.
Kromatografik analiz kosullar1 Pietta ve arkadaslarmin (12) uyguladiklari metoda gore
belirlendi.

Kolon : Hichrom, Lichrosphere RP18-5 (25 cm x 4.0 mm)

Mobil faz : pH’ s1 HCl ile 3’ e ayarlanmis 30 mM NaH,POy (¢6ziicii A)
Asetonitril (¢oziicii B)

Kolon sicakligr : 25 °C

Dalga boyu : 265 nm, 290 nm, 360 nm

Enjeksiyon hacmi : 50 pl

Akis hizi : 1.5 ml / dak (Gradient eliisyon programi)

Caligma siiresi : 56 dakika



Zaman Coziicii A Coziicii B
0. dakika % 90 % 10
40. dakika % 60 % 40
50. dakika % 45 % 55
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Gradient eliisyon programindan sonra bir sonraki analiz i¢in kolonu dengeye getirmek

amaciyla, kolondan 10 dakika sivi gegirilerek kolonun temizlenmesi saglandi. Analiz islemi

her bir 6rnek i¢in iki kere tekrarlandi (n = 2).



4. BULGULAR

4.1. Ekstraktlarda Toplam Polifenol icerik Tayini Sonuclar

Propolisin DMSO’ lu ekstraktindaki toplam polifenol igerigi (141,17 + 9,99 mg GA /
g propolis), etanollii (122,67 + 6,37 mg GA / g propolis), asetonlu (100,00 = 8,49 mg GA / g
propolis), gliserollii (88,00 £ 7,75 mg GA / g propolis) ve sulu (19,67 = 0,29 mg GA / g
propolis) ekstraktlarindaki toplam polifenol igeriginden daha fazla bulundu. Propolisin
DMSO’ lu ekstraktindaki toplam polifenol icerigi (141,17 + 9,99 mg GA / g propolis) sulu
ekstraktindaki toplam polifenol igeriginin (19,67 + 0,29 mg GA / g propolis) yaklasik 7,2 kati
olarak hesaplandi. Liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlardan etanollii ekstraktin toplam
polifenol igerigi (142,00 + 1,41 mg GA / g propolis), DMSO’ lu (136,83 + 4,04 mg GA / g
propolis) ve sulu (18,17 £ 1,15 mg GA / g propolis) ekstraktlardaki toplam polifenol
iceriginden daha fazlaydi. Liyofilize edilerek hazirlanan etanollii ekstrakttaki toplam polifenol
icerigi (142,00 + 1,41 mg GA / g propolis) sulu ekstrakttaki toplam polifenol igeriginin (18,17
+ 1,15 mg GA / g propolis) yaklasik 7,8 kat1 olarak hesaplandi. Propolisin sulu, etanollii,
DMSO’ lu ekstraktlari ile liyofilize edilerek hazirlanan sulu, etanollii, DMSO’ lu ekstraktlari
arasinda toplam polifenol igerigi bakimindan biiylik farklar bulunmamaktadir. Normal
ekstraktlar ile liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlarin toplam polifenol igerikleri
birbirleriyle uyumlu bulunmustur. Ekstraktlarda toplam polifenol icerik tayini sonuglar1 Sekil

9’ da verilmistir. Grafikte verilen degerler, ortalama =+ standart sapma (SD) degerleridir.
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Sekil 9. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ 1lu, gliserollii, asetonlu ve liyofilize edilerek
hazirlanmis sulu, etanollii, DMSO’ lu ekstraktlarindaki toplam polifenol igerik (Ortalama =+

SD mg GA / g propolis)
4.2. Ekstraktlarda Toplam Flavonoid icerik Tayini Sonuclar

Propolisin DMSO’ lu ekstraktindaki toplam flavonoid igerigi (55,25 £ 6,63 mg K / g
propolis), etanollii (47,79 + 8,66 mg K / g propolis), asetonlu (47,25 + 6,43 mg K / g
propolis), gliserollii (23,32 = 1,91 mg K / g propolis) ve sulu (1,30 + 0,12 mg K / g propolis)
ekstraktlarindaki toplam flavonoid iceriginden daha fazla bulundu. Propolisin DMSO’ lu
ekstraktindaki toplam flavonoid igerigi (55,25 + 6,63 mg K / g propolis) sulu ekstraktindaki
toplam flavonoid igeriginin (1,30 + 0,12 mg K / g propolis) 42,5 kat1 olarak hesaplandi.
Liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlardan DMSO’ lu ekstraktin toplam flavonoid igerigi
(63,45 + 7,07 mg K / g propolis), etanollii (54,15 + 4,86 mg K / g propolis) ve sulu (2,36 +
1,02 mg K / g propolis) ekstraktlardaki toplam flavonoid iceriginden daha fazlaydi. Liyofilize
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edilerek hazirlanan DMSO’ lu ekstrakttaki toplam flavonoid igerigi (63,45 = 7,07 mg K / g
propolis) sulu (2,36 = 1,02 mg K / g propolis) ekstrakttaki toplam flavonoid igeriginin
yaklagik 26,9 kat1 olarak hesaplandi. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu ekstraktlar ile
liyofilize edilerek hazirlanan sulu, etanollii, DMSO’ lu ekstraktlar1 arasinda toplam flavonoid
icerigi bakimindan biiyiik farklar bulunmamaktadir. Normal ekstraktlar ile liyofilize edilerek
hazirlanan ekstraktlarin toplam flavonoid igerikleri birbirleriyle uyumlu bulunmustur.
Ekstraktlarda toplam flavonoid igerik tayini sonuglar1 Sekil 10° da verilmistir. Grafikte verilen

degerler, ortalama + standart sapma (SD) degerleridir.
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Sekil 10. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii, asetonlu ve liyofilize edilerek
hazirlanmis sulu, etanollii, DMSO’ lu ekstraktlarindaki toplam flavonoid igerik (Ortalama =+

SD mg K / g propolis)
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4.3. Ekstraktlarda Demir (Fe™) indirgeyici Gii¢c Tayini Sonuclar

Propolisin DMSO’ lu ekstraktinin demir indirgeyici giicti (273,78 £ 11,62 mg T/ g
propolis), etanollii (236,89 + 13,92 mg T / g propolis), asetonlu (221,33 = 14,11 mg T / g
propolis), gliserollii (141,78 £ 18,97 mg T / g propolis) ve sulu (26,22 £ 857 mg T / g
propolis) ekstraktlarindaki demir indirgeyici giigten daha yiiksek bulundu. Propolisin DMSO’
lu ekstraktindaki demir indirgeyici gii¢ (273,78 £ 11,62 mg T / g propolis) sulu ekstraktindaki
demir indirgeyici giiciin (26,22 + 8,57 mg T / g propolis) yaklasik 10,4 kat1 olarak hesaplandi.
Liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlardan DMSO’ lu ekstraktin demir indirgeyici giicii
(287,11 = 8,74 mg T / g propolis), etanollii (232,89 + 19,23 mg T / g propolis) ve sulu (24,00
+ 5,55 mg T / g propolis) ekstraktlarindaki demir indirgeyici giicten daha yiiksekti. Liyofilize
edilerek hazirlanan DMSO’ lu ekstrakttaki demir indirgeyici gii¢ (287,11 £ 8,74 mg T / g
propolis) sulu ekstrakttaki (24,00 = 5,55 mg T / g propolis) demir indirgeyici giiciin yaklagik
12 kat1 olarak hesaplandi. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu ekstraktlar ile liyofilize
edilerek hazirlanan sulu, etanolli, DMSO’ lu ekstraktlar1 arasinda demir indirgeyici gii¢
bakimindan biiylik farklar bulunmamaktadir ve sonuglar birbiri ile Ortiismektedir. Normal
ekstraktlar ile liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlarin demir indirgeyici giicleri birbirleriyle
uyumlu bulunmustur. Ekstraktlarda demir (Fe™) indirgeyici gli¢ tayini sonuglart Sekil 11° de

verilmistir. Grafikte verilen degerler, ortalama =+ standart sapma (SD) degerleridir.
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Sekil 11. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii, asetonlu ve liyofilize edilerek
hazirlanmis sulu, etanolli, DMSO’ lu ekstraktlarindaki demir (Fe™) indirgeyici giic

(Ortalama £ SD mg T / g propolis)
4.4. Ekstraktlarda Toplam Antioksidan Statii (TAS) Tayini Sonuclar:

Propolisin DMSO’ lu ekstraktinin toplam antioksidan statiisii (248,50 + 5,10 mmol T /
100 g propolis), etanollii (233,08 = 1,99 mmol T / 100 g propolis), gliserollii (159,82 + 5,73
mmol T / 100 g propolis), asetonlu (157,52 = 11,06 mmol T / 100 g propolis) ve sulu (15,38 =
5,39 mmol T / 100 g propolis) ekstraktlarindaki toplam antioksidan statiiden daha yiiksek
bulundu. Propolisin DMSO’ lu ekstraktindaki toplam antioksidan statii (248,50 + 5,10 mmol
T / 100 g propolis) sulu ekstraktindaki toplam antioksidan statiiniin (15,38 + 5,39 mmol T /
100 g propolis) yaklasik 16,2 kati olarak hesaplandi. Liyofilize edilerek hazirlanan
ekstraktlardan DMSO’ lu ekstraktin toplam antioksidan statiisii (242,89 + 13,48 mmol T / 100
g propolis), etanollii (238,34 £ 10,10 mmol T / 100 g propolis) ve sulu (26,02 + 1,12 mmol T /
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100 g propolis) ekstraktlardaki toplam antioksidan statiiden daha fazlaydi. Liyofilize edilerek
hazirlanan DMSO’ lu ekstrakttaki toplam antioksidan statii (242,89 + 13,48 mmol T / 100 g
propolis) sulu ekstrakttaki (26,02 £ 1,12 mmol T / 100 g propolis) toplam antioksidan
statiiniin yaklasik 9,3 kati olarak bulundu. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu ekstraktlari ile
liyofilize edilerek hazirlanan sulu, etanollii, DMSO’ Iu ekstraktlar1 arasinda toplam
antioksidan stati bakimindan biyiik farklar bulunmamaktadir ve sonuglar birbiri ile
ortismektedir. Normal ekstraktlar ile liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlarin toplam
antioksidan statiileri birbirleriyle uyumlu bulunmugstur. Ekstraktlarda toplam antioksidan statii
tayini sonuglar1 Sekil 12 de verilmistir. Grafikte verilen degerler, ortalama + standart sapma

(SD) degerleridir.
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Sekil 12. Propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii, asetonlu ve liyofilize edilerek
hazirlanmis sulu, etanolli, DMSO’ lu ekstraktlarindaki toplam antioksidan statii (TAS)
(Ortalama + SD mmol T / 100 g propolis)
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4.5. Ekstraktlarin HPLC ile Kalitatif Analizi Sonuclari

Farkl1 fenolik bilesiklerin ultraviole (UV) ve goriiniir bolge (VIS) spektrumlarini elde
edebilmek i¢in kromatogramlar 265 nm, 290 nm ve 360 nm’ de izlenmistir. Clinkii fenolik
asitler ve flavonoidlerin ¢ogunlugu bu ii¢ dalga boyunun civarinda maksimum absorbans
gostermektedir.

Sekil 13, 14, 15, 16, 17° deki propolisin su, etanol, DMSO, gliserol ve aseton ile
hazirlanmis olan ekstraktlarina ait kromatogramlar incelendiginde DMSO’ lu ekstraktina ait
kromatogramlarin sulu, etanollii, gliserollii ve asetonlu ekstraktlarina ait kromatogramlara
gore daha fazla sayida pike sahip oldugu, dolayisiyla DMSO’ lu ekstraktin i¢inde ¢oziinen
madde miktarinin daha fazla oldugu sdylenebilir. 265, 290 ve 360 nm dalga boylarinda
yapilan Ol¢iimlere gore her lic dalga boyunda da DMSO’ lu ekstrakta ait piklerin fazlalig
dikkat ¢ekmektedir. Sulu ekstrakta ait kromatogramlarda etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve
asetonlu ekstraktlarin kromatogramlarmma gore daha az sayida pik, dolayisiyla daha sade
kromatogramlar elde edilmistir. Her bir ekstrakt i¢inde bulunan propolisin bilesenlerinin
farkli ¢oziiclilerde farkli miktarlarda ¢oziinmesinden dolay1 bu bes ekstraktin karsilastirmasi
yapildiginda piklerin birbirine ¢ok fazla benzemedigi goriilmektedir. Ancak DMSO’lu ve
asetonlu ekstraktlara ait kromatogramlarda 40. dakikadan sonra, etanollii ve gliserolli
ekstraktlara ait kromatogramlarda ise 50. dakikadan sonra piklerin sayisindaki artis goze
carpmaktadir. Sulu ekstrakt ise digerlerinin aksine en biiylik piki 8. dakikadan sonra vermistir.

Propolisin sulu, etanolli, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu ekstraktlarina ait
kromatogramlarin pik sayisindaki fazlaliga gore bir siralama yapacak olursak en fazla pikin
DMSO’ Iu ekstraktta, en az pikin ise sulu ekstraktta gozlendigini sdylemek miimkiindiir.
Ancak piklerin birbirinden tam olarak ayrilmamis olmasi ve kuyruklanmalarin meydana
gelmesinden dolay1 etanollii, gliserollii ve asetonlu ekstraklar arasinda bir siralama yapmak

zordur.
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Sekil 13. Propolisin sulu ekstraktinin HPLC ile belirlenen kromatogramlari
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MWD1 A, Sig=265,10 Ref=off (PROPOLIS\PRP00013.D)
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Sekil 14. Propolisin etanollii ekstraktinin HPLC ile belirlenen kromatogramlar:



40

MWD1 A, Sig=265,10 Ref=off (PRP\PRP00001.D)
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Sekil 15. Propolisin DMSO’ lu ekstraktinin HPLC ile belirlenen kromatogramlari
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WMWD1 A, Sig=265,10 Ref=off (PRP\PRP0O0008 D)
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Sekil 16. Propolisin gliserollii ekstraktinin HPLC ile belirlenen kromatogramlari
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MWD1 A, Sig=265,10 Ref=off (PRP\PRP00004.D)
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Sekil 17. Propolisin asetonlu ekstraktinin HPLC ile belirlenen pik kromatogramlari



5. TARTISMA

Propolis bitki tomurcuklarindan, filizlerinden ve ¢esitli bitki salgilarindan bal arilart
tarafindan toplanan kimyasal olarak kompleks yapigskan, regineli bir ari iirliniidir. Bal
arillarinin propolisi, kovanin i¢ duvarlarim1 gliclendirmek i¢in yap1 maddesi olarak, bunun da
Otesinde patojen mikroorganizmalara karst ‘kimyasal silah’ olarak kullandiklar1 kabul
edilmistir (4). Propolis, kompleks kimyasal bilesiminden dolay1 halk tibbinda uzun yillardir
yaygin  olarak  kullanilmaktadir.  Propolisin  antibakteriyel, antiviral, antitimor,
antiinflammatuar, antikanser, immiinomodiilatoér ve buna benzer degisik birgok tedavi edici
ozellige sahip oldugu kanitlanmistir (4).

Propolis fenolik aldehitler, polifenoller, sekuiterpen kinonlar, kumarinler, steroidler,
amino asitler ve inorganik bilesikleri kapsayan 300° den fazla bilesen igermektedir (30).

Bitki kaynagi ve toplanma bdlgesi propolisin biyolojik aktivitesinde biiyiilk 6nem
tagimaktadir. Propolisin biyolojik aktivitesinden baslica sorumlu olan yapilar flavonoidler gibi
fenolik bilesiklerdir. Flavonoidler ayn1 zamanda antioksidan aktiviteden de sorumludur. Bu
bilesenlerin antioksidan aktivitesi 6zellikle radikal temizleme etkisine dayanmaktadir (19).

Biyoflavonoidler, dejeneratif kalp hastaliklari, aterosikleroz, yaslanma ve zehirli
maddelerin etkileri gibi rahatsizliklar1 meydana getiren serbest radikallerin temizlenmesinde
cok dnemli rol oynayan antioksidan molekiillerdir (55).

Propolisin siiperoksit anyonunun olusumunu engelledigi rapor edilmistir. Ayrica
propolisin, karacigerde sentezlenen ve radikal temizleme aktivitesine sahip olan glutatyon
titketimini zit yonde etkiledigi belirlenmistir (19).

Propolis tabletler, kapsiiller, dis macunu, agiz gargarasi, yliz kremleri, merhemler,
losyonlar ve soliisyonlar gibi ¢esitli sekillerde piyasaya sunulmaktadir. Kokeninin yani sira,
kimyasal bilesimi {izerine siirekli artan merak propolis ile ilgili tibbi uygulamalarin

yayginlagsmasina da neden olmaktadir (7).
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Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ nda
Trabzon ilinden toplanan propolis ve polen 6rnekleri ile daha 6nce ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
Gerigelmez ve Colak yaptiklar1 ¢alismalar ile polenin sulu ve PBS’ Iu, propolisin ise DMSO’ lu
ekstraktlarinin HL-60 miyeloid hiicre serilerinde kaspaz-3 aktivitesini farkli oranlarda arttirarak
kanser hiicrelerini apopitoza siiriikledigi flowsitometrik analizler sonucu ortaya konulmustur. Bu
caligmalarda 0,25-0,50 mg/ml’ lik DMSO’ lu propolis ekstraktlarimin HL-60 kanser hiicrelerinde
hem apopitoza hem de differansiasyona sebep oldugu bildirilmistir (56,57). Aliyazicioglu ve
arkadaslarinin KML-562 kanser hiicrelerini kullanarak yaptiklar1 bir ¢calismada ise polen ve
propolisin DMSO’ lu ekstraktlarinin konsantrasyona bagli olarak solunumsal patlamay1
inhibe ettigi flowsitometrik analizlerle ortaya konularak, polen ve propolis ekstraktlarinin bu
etkiyi antioksidan ozellikleri ile ger¢eklestirdigi savunulmustur (3). Barlak tarafindan yapilan
bir baska calismada ise solunumsal patlama sonrasi propolisin DMSO’ lu ekstraktlarinin
PMN lokositlerinden PMN elastaz salinimina etkisi incelenerek, solunumsal patlamanin
uyarildigt PMA’ 1 6rneklerde propolis konsantrasyonu arttikca hem PMN elastaz salinimi
hem de solunumsal patlamanin azaldigi, PMA’ siz 6rneklerde ise PMN elastaz saliniminin
propolis ekstrakti ilave edilmeyenlere gore bir miktar azaldigi, ancak solunumsal patlamada
bir farlilik olmadig tespit edilmistir. Bu sayede propolisin antiinflammatuar aktiviteye sahip
oldugu teyit edilmistir (58).

Colak tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada polen ve propolisin DMSO’ lu ve sulu
ekstraktlarinin PC-3 prostat kanseri hiicre serilerinde voltaj kapili sodyum kanallar1 (VGSC) Na,
1,5 ve Na, 1,7 a izoformlarin mRNA ekspresyonlarin1 degisik oranlarda baskiladigi ve
antimetastatik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada, en yiiksek baskilanmanin
150 pg/ml’ lik polenin DMSO’ lu ekstraktlar ile (% 55,98 ve % 53,31 oraninda), en diisiik
baskilanmanin ise 20 pg/ml’ lik propolisin sulu ekstraktlari ile (% 18,01 ve % 22,58 oraninda)
oldugu saptanmistir (59). Barlak tarafindan propolis ekstraktlarinin prostat kanser hiicre
serilerinin proteomigine etkisinin incelendigi bir baska calismada ise propolisin DMSO’ lu
ekstraktinin sulu ekstraktina goére polifenol, flavonoid igerigi ve antioksidan potansiyeli
acisindan daha zengin oldugu belirlenerek, propolisin 20 pg/ml konsantrasyondaki DMSO’ lu
ve sulu ekstrakti ile yapilan MTT testi sonucu hiicre canliligini sirasiyla % 50 ile 24,5 ve %
33,3 ile 17,7 arasinda diisiirdiigii ve dolayisiyla antioksidan potansiyeli daha diisiik olan sulu
ekstraktin daha fazla sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sonugcta propolisin DMSO’

lu ve sulu ekstraktlariin antioksidan aktivite beraberinde PC-3 hiicrelerinin proteomunda
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degisiklige sebep olarak, prostat kanseri hiicre serileri {izerinde sitotoksik ve antiproliferatif
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (28).

Propolisin  bilesiminin  ¢esitlilik  gostermesi, medikal uygulamalar1 ve
standardizasyonunda problem olusturmaktadir. Bu nedenle propolis ile yapilacak olan
biyolojik ¢alismalar, o propolisin bitkisel kaynaklarinin ve kimyasal bilesiminin belirlenmesi
ile gerceklestirilmelidir (38).

Kanbur ve arkadaglar1 Kayseri civarindan toplanan kavak cinsi propolisin etanollii
ekstraktini hazirlayarak yaptiklar1 bir ¢aligmada, propolisin kimyasal icerigini GC-MS ile
tayin etmislerdir. Propolisin yag asitleri ve aromatik asitler, fenolik bilesikler, esterler,
alkoller, ketonlar, kinonlar ve terpenler ve diger bilesenlerden olustugunu belirlemislerdir.
Kayseri civarindan toplanan kavak cinsi propolisin fenolik bilesiklerden pinobanksin, flavon
3°,5,6-trietoksi-3,4 flavon, flavon asetik asit ve 2,4-di-t-butil-6-nitrofenol igerdigi tespit
edilmistir (19).

Propolisin igeriginde bulunan ve flavonoid grubuna ait oldugu bilinen pinobanksinin,
mitokondriyal membrandaki lipid peroksidasyonunu inhibe ederek antioksidan aktivite
gosterdigi Santos ve arkadaglari (60) tarafindan rapor edilmistir (19). Ayrica flavon asetik
asitin stiperoksit radikali olusturan ksantin oksidaz, siklooksijenaz, poli-ADP-riboz polimeraz,
riboniikleotid rediiktaz gibi enzimler iizerinde inhibitor etki sergiledigi Harris ve arkadaslari
(61) tarafindan bildirilmistir (19). Genel olarak, propolisin igeriginde bulunan fenolik
bilesikler ve flavonoidlerin antiradikal aktivite sergiledigi baz1 yazarlar (44,62) tarafindan
rapor edilmistir (19).

Kolankaya ve arkadaslar1 Tiirk Castanea sativa propolisinin % 95° lik etanollii
esktraktini hazirlayarak GC-MS analizi ile yaptiklar1 calismada flavanon ve flavonlardan
olusan flavonoid igeriginin % 31,8, bu flavonoidlerin galangin, kuersetin, kaempferol,
apigenin, pinobanksin, pinosembrin, pinostrobin ve % 2,69’ unun diger flavonoidler oldugunu
belirlemislerdir (6).

Antioksidanlar, membran lipidleri, proteinler, DNA’ ya saldiran ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, seker hastaligi, kanser, Alzheimer gibi birgok hastalikta nemli rol oynayan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan olusturulan hasara karsi viicudu koruyarak insan
sagliginda pozitif etki gostermektedirler (63).

Propoliste bulunan flavonoidlerin antioksidan aktivitesi serbest radikalleri temizleme
yetenegiyle, dolayisiyla hiicre membranindaki lipid peroksidasyonuna karsit koruyucu etki

gostermesiyle olabilmektedir (62).
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Kanbur ve arkadaslar1 (19) tarafindan organik bir fosfor pestisiti olan propetamphosa
maruz birakilan ratlar ilizerinde propolisin antioksidan etkisinin incelendigi bir calismada
plazma ve doku (karaciger, bobrek, beyin) MDA diizeyleri ve eritrosit ve doku SOD, CAT ve
GSH-Px aktiviteleri Ol¢ililmiis, propolis uygulanmasi sonucunda da bu dogal maddenin
antiradikal ve antioksidan etki sergileyerek oksidatif stresi azalttigi sonucuna varilmistir.
Jasprica ve arkadaglar1 (27) propolisin, MDA diizeyinin azalmasina ve SOD, GSH-Px ve CAT
aktivitelerinin artmasina sebep oldugunu rapor etmislerdir (19).

Russo ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada propolis ekstraktlarinin aktif bileseni olan
CAPE (kafeik asit fenetil ester) ve galanginin ve kafeik asit fenetil ester (CAPE)’ den
arindirilmig propolis ekstraktlarinin reaktif oksijen tiirlerine karsi antioksidan aktiviteleri
aragtirtlmis ve CAPE’ nin galangine oranla daha fazla olmakla birlikte her ikisinin de
antioksidan ozellikte oldugu, CAPE’ 1i ve CAPE’ siz propolis ekstraklarmin doza bagimli
olarak serbest radikal temizleme etkisinin oldugunu, ksantin oksidaz aktivitesini ve
antilipoperoksidatif kapasiteyi onemli bir sekilde inhibe ederek serbest radikal olusumunu
onledigi gézlemlenmistir. Bu ¢calismada CAPE’ li ekstraktin CAPE’ siz olana gore daha aktif
oldugu goriilmiistiir. Calismanin sonucunda CAPE’ nin propolisin antioksidan etkinliginde
¢ok onemli bir role sahip oldugu ifade edilmistir (32).

Propolisin antimikrobiyal aktivitesinin mekanizmasinin kompleks oldugu ve
recinedeki fenolik ve diger bilesenlerin arasindaki sinerjistik etkiye atfedilebilecegi
belirtilmistir (64). Tek bir propolis bileseninin toplam ekstraktinkinden daha fazla aktiviteye
sahip olmadigi, bu nedenle propolisin genel biyolojik 6zelliklerinin kendi bilesenlerinin dogal
karistmindan ileri geldigi one siiriilmiistiir (38). Dolayisiyla ¢alismamizda, kullandigimiz
ekstraktlarin bilesenlerini tek tek izole edip her birinin ayri1 ayri etkisini incelemek yerine,
toplam ekstrakt1 kullanmay1 tercih ettik.

Propolisin DMSO’ Iu ekstraktindaki toplam polifenol ve flavonoid igerigi, demir
indirgeyici glic ve toplam antioksidan statii, propolisin etanollii, asetonlu, gliserollii ve sulu
ekstraktlarindaki toplam polifenol ve flavonoid igeriginden, demir indirgeyici giicten ve
toplam antioksidan statiiden daha fazla bulunmustur.

Propolisin liyofilize edilerek hazirlanmis etanollii ekstraktindaki toplam polifenol
icerigi, liyofilize edilerek hazirlanmis DMSO’ lu ve sulu ekstraktlarindaki toplam polifenol
iceriginden daha fazla bulunmustur. Propolisin liyofilize edilerek hazirlanmig DMSO’ lu

ekstraktindaki toplam flavonoid igerigi, demir indirgeyici gii¢ ve toplam antioksidan statii,
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propolisin liyofilize edilerek hazirlanmis etanollii ve sulu ekstraktlarindaki toplam flavonoid
iceriginden, demir indirgeyici giigten ve toplam antioksidan statiiden daha fazla bulunmustur.

Propolisi liyofilize ederek kullanmaktaki amacimiz iceriginde bulunan regineden
organik bilesikleri ayirmak ve liyofilize 6rnekle normal ornek arasindaki farki gérmekti.
Ancak yaptigimiz icerik tayinleri ve antioksidan testler sonucunda normal 6rnekler ile
liyofilize edilerek hazirlanmis 6rnekler arasinda icerik ve antioksidan kapasite bakimindan
biiylik farkliliklarin bulunmadigir goriilmiistiir. Ekstraktlarin toplam antioksidan statiileri ve
demir indirgeyici giigleri, igeriklerindeki polifenol ve flavonoid miktarlart ile dogru orantili
olarak bulunmustur.

Bu calismalar icin yaptigimiz seyreltme islemlerinde, her bir ekstrakti kendi
¢oziiclisliyle seyreltmek yerine su ile seyreltmeyi tercih etmemizin sebebi 6zellikle gliserol ve
DMSO’ nun yogunluklarinin yiiksek olusu ve bunlarin absorbanslarinin ilave edilen
kimyasallar neticesinde ¢ok yiiksek ¢ikmasi, hatta okunamayacak degerlerde olmasi, asetonun
tek basma kor olarak kullanildiginda kimyasal 6zelliklerinden dolayr mikropleyt ile temas
ettiginde beyaz bir renk alarak pleyte yapismasi, gliseroliin viskoz bir sivi olmasi nedeniyle
ozellikle demir (Fe ) indirgeyici gii¢ tayininde bir takim sorunlara yol agmis olmasidir.

Degisik ¢oziiciiler propolisin i¢indeki farkli bilesenleri, farkli miktarlarda ¢ozecegi
icin propolisin sulu, etanolli, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu ekstraktlarinin kalitatif
ve/veya kantitatif i¢erikleri farkli olacaktir.

Etil alkol, saf alkol ya da icilebilir alkol olarak adlandirilan etanol ugucu, yanici ve
renksiz bir sividir. Etanol, diiz zincirli bir alkoldiir ve molekiiler formiilii C;HsOH, amprik
formiilii ise C;HqO seklindedir. Kaynama noktasi 78.4 °C’ dir ve suda tamamen ¢&ziiniir.
Yogunlugu 0.789 g/cm? olan s1v1 fazda bir bilesiktir (65,66).

Kaynama noktast 189 °C, yogunlugu 1.1004 g/cm® ve renksiz bir sivi olan DMSO
[(CH3),SO] ¢ok 6nemli polar amfipatik bir molekiildiir ve hem sulu hem de organik ortamda
¢cOziinebilir (67,68). Bu fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayr DMSO, suda ¢odziinmeyen
bilesikler i¢in oldukga etkili bir ¢oziictidiir (67).

Gliserol, sivi halde bulunan polar organik bir trihidroksi alkoldiir ve Cs;Hs(OH)s
molekiiler formiiliine sahiptir. Hafif tatli, zehirli olmayan ve kaynama noktast 290 °C,
yogunlugu ise 1.261 g/cm® olan bir sividir. Bu renksiz, kokusuz ve viskoz sivi suda

¢Oziinebilmektedir (69,70).
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Aseton, molekiiler formiilii C3H¢O olan organik bir bilesiktir. Bu renksiz, yanici sivi
ketonlarin en basit liyesidir. Kaynama noktas1 56.53 °C, yogunlugu 0.7925 g/cm? olan aseton
bu 6zelliginden dolay1 suda iyi ¢oziiniir (71).

Propolisin icerigindeki bilesiklerin ¢ogu lipofilik bilesiklerdir. Bu bilesikleri etanol
kullanarak ekstrakte etmek kolay oldugu i¢in propolisin etanollii ekstrakti iyi bilinmektedir ve
bundan dolay1 daha cazip hale gelmistir. Buna karsilik propolisin sulu ekstrakti ile ilgili
yapilan az sayidaki yayma ragmen propolisin sulu ekstrakti ve kafeoilkuinik asitleri igeren
temel bilesenlerinin, propolisin etanollii ekstrakti ve igerigindeki bilesenlerden daha yiiksek
antioksidan etkilere, bazi enzimlere karst daha yiiksek inhibitdr aktivitesine ve daha ytiksek
absorbansa sahip oldugu belirtilmistir (45).

Literatiirde propolisin degisik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliigiiniin incelenmesi konusunda
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmadigi icin, ¢calismamizda elde ettigimiz sonuglar direkt olarak
herhangi bir literatiir ile karsilagtirilamadi.

Propolisin etanollii ekstrakti hazirlanarak Arjantin, Avusturalya, Brezilya, Bulgaristan,
Sili, Cin, Macaristan, Yeni Zelanda, Gliney Afrika, Tayland, Ukrayna, Uruguay, Amerika ve
Ozbekistan gibi degisik cografik bolgelerin propolislerinin antioksidan aktiviteleri Kumazawa
ve arkadaslar1 tarafindan karsilagtirllmigtir. Bu ekstraktlarda B-karoten agartma ve 1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal yakalama aktivitesi yoOntemleriyle antioksidan
aktiviteler Olgiilmiistiir. Etanollii ekstraktlarda propolisin fotodiyod array (PDA) ve kiitle
spektrometrik (MS) dedeksiyon yardimiyla HPLC’ de ana bilesenleri tanimlanmis ve miktar
tayinleri yapilmistir. Arjantin, Avusturalya, Cin, Macaristan ve Yeni Zelanda propolisinin
etanollii ekstraktlarindaki antioksidan aktivitenin digerlerine nazaran daha giiclii oldugu ve
toplam polifenol ve flavonoid igerigiyle korelasyon gosterdigi bulunmustur. Propolisin
kaempferol ve fenetil kafeat gibi antioksidatif bilesikler icerdigi i¢in giiclii antioksidan
aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir (72).

Kumazawa ve arkadaglarinin yaptiklar1 bu ¢alismada Giiney Afrika (99,5 + 4,4 mg
GA/g propolis), Tayland (31,2 + 0,7 mg GA/g propolis), Ozbekistan (174 + 6,7 mg GA/g
propolis) propolisinin etanollii ekstraktinin toplam polifenol igerikleri diigiik bulunmustur.
Brezilya propolisinin toplam polifenol igerigi (120 + 5,6 mg GA/g propolis) Avrupa ve Cin
propolislerine goére daha diisiik ¢ikmistir. Bunun nedeni Brezilya propolisinin ana
bilesenlerinin farkli olmasidir. Brezilya propolisinde ana komponentler p-kumarik asitin
prenillenmis tlirevleridir. Flavonoid igerigi Brezilya (51,9 + 2,4 mg K/g propolis) propolisinin

etanollii ekstraktinda diisiik bulunmustur. Ote yandan Ukrayna propolisinin toplam polifenol
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icerigi (255 £ 7,4 mg GA/g propolis) yiiksekken, flavonoid igerigi (63,7 = 3,2 mg K/g
propolis) yiiksek degildir. Bu da Ukrayna propolisi non-flavonoid fenolikler igermektedir
seklinde yorumlanmaktadir. Toplam polifenol ve flavonoid igerigi bakimindan biitiin etanollii
propolis ekstraktlar1 arasinda Tayland propolisinin en diisik degerlere sahip oldugu
bulunmustur (72).

Kumazawa ve arkadaslar1 tarafindan degisik bolgelerden toplanan bu propolis
orneklerinin etanollii ekstraktlar, PDA ve MS dedeksiyon yardimiyla HPLC ile analiz
edilerek ana bilesenleri tanimlanmistir. Bu bilesikler kafeik asit, p-kumarik asit, 3,4-dimetoksi
sinnamik asit, kuersetin, pinobanksin 5-metileter, apigenin, kaempferol, pinobanksin,
sinnamiliden asetik asit, krisin, pinosembrin, galangin, pinobanksin 3-asetat, fenetil kafeat,
sinnamil kafeat, tektokrisin, artepillin C’ dir. Giiney Afrika propolisinin etanolik ekstraktinin
HPLC kromatogrami diger iilkelerin propolislerinin HPLC kromatogramlarindan ¢ok az farkl
olmakla birlikte, Brezilya ve Tayland propolisinin HPLC kromatogramlar1 digerlerinden ¢ok
farklidir. Brezilya propolisinin karakteristik kimyasal bilesiminin Avrupa, Asya ve Kuzey
Amerika propolislerinden farkli oldugu rapor edilmistir. Biitlin bu etanollii propolis
orneklerinin kantitatif analizleri yapildiginda kafeik asit ve p-kumarik asit Tayland propolisi
hari¢ diger biitiin orneklerde belirlenmistir. Tayland propolisinde bu 17 bilesikten higbiri
bulunmamakla birlikte, artepillin C 1ise sadece Brezilya propolisinde belirlenmistir.
Pinosembrin, galangin, pinobanksin 3-asetat ve tektokrisin gibi flavonoidler Brezilya ve
Tayland propolisi haricinde diger biitiin etanollii propolis 6rneklerinde bol miktarda
bulunmustur (72).

Nakajima ve arkadaslar tarafindan Brezilya yesil propolisinin sulu ekstrakti ve ana
bilesenleri olan kaffeoilkuinik asit tlirevleri (3,4-di-O-kaffeoilkuinik asit, 3,5-di-O-
kaffeoilkuinik asit, klorojenik asit) ve sinnamik asit tiirevleri (p-kumarik asit, artepillin C,
drupanin, bakkarin) kullanilarak oksidatif stres tarafindan indiiklenen retinal hasara karsi
noroprotektif etkilerinin olup olmadigi incelenmis ve ayrica noroprotektif etkileri antioksidan
etkileri ile karsilastirilmistir. Sonug olarak propolisin sulu ekstraktinin ve kaffeoilkuinik asit
tiirevlerinin In vitro retinal hasara karsi noroprotektif etkiler gosterdigi ve bu etkilerin de
dolayl olarak antioksidan 6zelligi sayesinde oldugu belirlenmistir (45).

Hayashi ve arkadaslar1 (73) propolisin bilesiminde bulunan 12 fenolik bilesigin
linoleik asitin peroksidasyonunu 6nledigini belirlemislerdir. Ayrica Banskota ve arkadaslar
tarafindan (74) Brezilya, Peru, Hollanda ve Cin propolisinin sulu ve metanollii ekstraktlarinin

DPPH’ e kars1 giiglii antioksidan aktivite sergiledigi bildirilmistir (19).
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Nakajima ve arkadaglarinin Brezilya yesil propolisinin sulu ve etanollii, ar1 siitiiniin
sulu, polenin ise etanollii ekstraktin1 hazirlayarak, hidrojen peroksit (H,O,)’, siiperoksit anyon
(O27) ve hidroksil (HO) radikali temizleme kapasitesini degisik antioksidan kapasite
yontemleriyle Olgerek kiyasladiklar1 bir baska aragtirmada, antioksidan potansiyelinin
sirastyla propolisin sulu ekstraktinda, daha sonra propolisin etanollii ekstraktinda ve polenin
etanollii ektraktinda oldugu, fakat ar siitlinde herhangi bir etkinin bulunmadigi belirlenmistir.
Ayrica propolisin sulu ekstraktindaki temel bilesenler olan kafeik asit, artepillin C, drupanin,
bakkarin ve kumarik asitin antioksidan etkileri, kafeik asit, artepillin C ve drupanin seklinde
belirtilen sirada bulunmustur. Bakkarin ve kumarik asitin herhangi bir antioksidan etkisi
bulunamamistir. Kafeik asitin radikal temizleme etkisinin troloks kadar kuvvetli oldugu,
bunun yanisira N-asetil sistein (NAC) ve vitamin C’ den daha gii¢lii oldugu tespit edilmistir
(75).

Calismalarda propolisin etanollii ekstrakti ¢ok yaygin olarak kullanilmasina ragmen,
sulu ekstrakti ile ilgili yapilan ¢caligmalar da giderek artmaktadir. Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda
propolisin DMSO’ lu ekstrakti da ¢ok fazla olmamakla birlikte kullanilmaktadir. Ancak
propolisin gliserollii ve asetonlu ekstrakti ile ilgili bir ¢calisma ilk kez yapilmistir. Gliserol
insan viicudunda sentezlenen ve yag asitleri ile birlikte notral yaglar olarak bilinen mono-, di-
ve tri-agil gliserol esterlerinin olusumunda gorev alan organik bir bilesik olmasi nedeniyle bu
calisma ayr1 bir 6nem arzetmektedir.

Propolisteki aktif bilesiklerin analizi i¢in son zamanlarda TLC, HPLC, GC-MS ve
LC-MS’ i1 de kapsayan metodlar rapor edilmistir. Toplam flavonoidler yaygin olarak
kolorimetrik UV-VIS spektrofotometri kullanilarak 6l¢iiliir (76). HPLC en ¢ok tercih edilen
analitik yontem haline gelmistir ve bu teknik ile ilgili olarak kapsamli yayinlar yapilmistir.
Gidalardaki degisik flavonoid aglikon ailelerinin (flavanoller, flavonoller, flavanonlar ve
flavonlar gibi) eszamanl 6lglimii i¢in gelistirilen pek ¢ok kromatografik yontem uzun analiz
siireleri gerektirmektedir ve hatta bazi calismalarda bu bilesiklerin ayrimi i¢in iki farkh
kromatografik protokol kullanilmaktadir (77).

Farkli aragtirmacilar degisik bolgelerden toplanan propolisin polifenolik bilesiklerini
degisik ekstraksiyon sistemlerini ve farkli dedektor sistemleri ile baglantili olan ¢esitli HPLC
metodlarini kullanarak analiz etmislerdir (54).

Calismamizda propolisin su, etanol, DMSO, gliserol ve aseton ile hazirlanan
ekstraktlar1 elde edilen verileri desteklemek amaciyla HPLC ile kalitatif olarak analiz

edilmistir ve elde edilen pik kromatogramlarina gore en fazla pikin DMSO’ lu ekstraktta, en
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az pikin ise sulu ekstraktta oldugu, dolayisiyla propolisin en fazla DMSO’ da, en az suda
¢Oziindiigli sonucuna varilmigtir. Elde edilen kromatogramlardan propolisin etanolli,
gliserollii ve asetonlu ekstraktlar1 i¢in bir siralama yapmak gerektiginde, piklerinin birbirine
benzemedigi ve aralarinda siralama yapmanin miimkiin olamayacagi anlasilmistir. Ancak
DMSO’ lu ve asetonlu ekstraktlara ait kromatogramlarda 40. dakikadan sonra, etanollii ve
gliserollii ekstraktlara ait kromatogramlarda ise 50. dakikadan sonra piklerin sayisindaki artisa
bakildiginda DMSO’ lu ve asetonlu ekstraktlar ile etanollii ve gliserollii ekstraktlarin
kromatogramlarinin benzerlik gosterdigi bulunmustur. Bunun sebebinin bu bilesiklerin
kimyasal yapilarinin birbirine benzerliginden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Sulu ekstrakt
ise digerlerinin aksine en biiyiik piki 8. dakikadan sonra vermistir.

Flavonoidler sulu ekstraktta digerlerine nazaran en diisiilk bulunmasina ragmen, diger
ekstraktlarin hazirlandig1 ¢oziiciiler de saf olarak kullanildig: i¢in; su ile ¢oziilen propolis
orneklerinin canlilar agisindan zararli olmamasi, ancak diger Orneklerin saf halde
kullanilmasimin zararli olusu nedeniyle saglik iizerine yiiriitiilen ¢alismalarin sulu ekstraktla
yapilmasinin daha dogru olacag: agiktir.

Sonug olarak propolisin su, etanol, DMSO, gliserol ve aseton olarak belirlenen bes
¢oziicli ile ekstrakte edilmesinden sonra toplam polifenol ve flavonoid igerik ve antioksidan
yontemler beraberinde en iyi DMSO’ da, daha sonra sirasiyla etanol, aseton ve gliserolde, en
az suda c¢oziindiigiine kanaat getirilmistir. Yapilan HPLC analizleriyle de bu sonuclar
desteklenmistir.

Daha sonraki c¢alismalarda hiicre serileriyle birlikte DMSO’ lu ekstraktlarin
kullanilmas1 uygun iken hayvan ve insanlara ise gliserollii ve sulu ekstraktlarin verilmesinin

daha uygun olabilecegi kanaatindeyiz.



6. SONUCLAR ve ONERILER

6.1. Sonuclar

1. Trabzon’ un ¢esitli yorelerinden toplanan propolisin sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii
ve asetonlu ekstraktlarmda toplam polifenol, toplam flavonoid, demir (Fe™) indirgeyici
giic ve toplam antioksidan statii tayinleri yapildi. Aym tayinler liyofilize edilerek
hazirlanan sulu, etanollii ve DMSO’ lu ekstraktlarda da yapildi. Propolisin DMSO’ lu
ekstraktt sulu, etanollii, gliserollii ve asetonlu ekstraktlarina gore polifenol, flavonoid
icerigi ve antioksidan potansiyeli bakimindan daha zengin olarak bulundu. Ekstraktlarin
antioksidan potansiyeli, polifenol ve flavonoid icerikleri ile orantili olarak bulundu.

2. Ekstraktlarin polifenol, flavonoid, demir (Fe™) indirgeyici gii¢ ve toplam antioksidan statii
tayinlerinden yola ¢ikarak hangi ¢oziiciide en iyi ¢o6ziindiigli konusunda bir siralama
yapmak gerektiginde; en iyi DMSO’ da, daha sonra sirasiyla etanol, aseton ve gliserolde,
son olarak da suda ¢6ziindiigi belirlendi.

3. Liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlar ile normal ekstraktlar arasinda miktar bakimindan
cok fazla farklilhik goézlenmedi. Liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlarda da en iyi
¢oziinmenin DMSO’ da, daha sonra etanolde ve son olarak da suda gergeklestigi belirlendi.
Dolayistyla propolisi bu ii¢ ¢oziiciide normal sekilde ¢ozmek ile liyofilize ettikten sonra
¢6zmek arasinda ¢ok biiyiik fark olmadig1 sonucuna varildi.

4. Sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu ekstraktlarin HPLC ile yapilan kalitatif
analizi sonucunda DMSO’ lu ekstraktin sulu, etanollii, gliserollii ve asetonlu ekstraktlara
gore daha fazla sayida pike, sulu ekstraktin ise diger ekstraktlara gore cok daha az sayida
pike sahip oldugu belirlendi. Dolayisiyla pik sayilarina goére propolisin en fazla DMSO’da,
en az suda ¢oziindiigii belirlendi. Piklerin birbirinden tam olarak ayrilmamis olmasi ve

kuyruklanmalarin meydana gelmesinden dolay1 etanollii, gliserollii ve asetonlu ekstraklar
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arasinda propolisin hangi ¢o6ziiciide daha iyi ¢06zilindiigli konusunda bir siralama
yapilamadi. Buna ragmen yapilan HPLC ¢alismalar1 ile diger kolorimetrik ¢alismalarin
birbirini biiyiik 6l¢iide destekledigi bulundu.

. Her bir ekstrakt icinde bulunan propolisin bilesenlerinin farkli ¢oziiciilerde farkl
miktarlarda ¢6ziinmesinden dolayr sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve asetonlu
ekstraktlar karsilastirildiginda piklerin birbirine ¢ok fazla benzemedigi belirlendi. Ancak
etanollii ile gliserollii ve DMSO’ lu ile asetonlu ekstraktlarin kromatogramlarinin
coziiciilerin kimyasal yapilarindaki benzerlikten dolay1 birbirine belirli dakikalardan sonra

benzedigi tespit edildi.

6.2. Oneriler

. Propolisi ekstrakte etmek icin kullanmilan farkli ¢oziiciiler, igeriginde bulunan farkli
bilesiklerin ¢oziinmesini saglayacagi i¢in kullanilan ekstraktlarin kalitatif ve kantitatif
icerigi HPLC, GC-MS gibi yontemler ile belirlenebilir.

. Propolisin kimyasal iceriginin belirlenmesi, yapilacak olan ¢esitli calismalarda propolisin
standardizasyonunu saglayacaktir. Bu sayede propolisin igerdigi 6zel bilesikler ve bunlarla
iligkili olan biyolojik aktiviteler de tespit edilebilecektir.

. Propolisin gliserol, su gibi toksik olmayan ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlari in vivo

caligmalarda kullanilarak, pek ¢ok farkli ¢alismanin devamliligi saglanabilir.



7.OZET

Propolis bal arilar1 tarafindan ¢esitli bitki kaynaklarindan toplanan yapiskan, reg¢ineli
dogal bir drlindiir. Propolisin biyolojik aktivitesinden baglica sorumlu olan yapilar
flavonoidler gibi fenolik bilesiklerdir. Flavonoidler ayni zamanda antioksidan aktiviteden de
sorumludur ve bu da 6zellikle flavonoidlerin radikal temizleme etkisine dayanmaktadir. Bu
calismada, Trabzon ilinden toplanan Tiirk propolisinin sulu, etanollii, DMSO’ lu, gliserollii ve
asetonlu ekstraktlart hazirlanarak toplam polifenol ve flavonoid igerik, demir (Fe™)
indirgeyici gii¢ ve toplam antioksidan statii tayinleri yapilarak, hangi ¢oziicii icinde en fazla
¢Oziinebileceginin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica propolisin liyofilize edilerek hazirlanan
sulu, etanollii ve DMSO’ lu ekstraktlar1 da ayni yontemler kullanilarak tayin edilmistir.
Sonuglar1 desteklemek amactyla her bir ekstrakt HPLC ile kalitatif olarak analiz edilmistir.
Normal ekstraktlar ile liyofilize edilerek hazirlanan ekstraktlarin toplam polifenol ve
flavonoid icerikleri, demir (Fe™) indirgeyici giicleri ve toplam antioksidan statiileri
birbirleriyle uyumlu bulunmustur. HPLC analizlerinde DMSO’ lu ve asetonlu ekstraktlar ile
etanollii ve gliserollii ekstraktlarin piklerinin benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Sulu
ektraktta ise temel olarak bir pik gozlenmistir. Yapilan bu ¢aligmalar neticesinde propolisin en
iyi DMSO i¢inde, daha sonra sirasiyla etanol, aseton, gliserol ve suda ¢6ziindiigii sonucuna

varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, flavonoid, ekstrakt, ¢oziicii, HPLC



8. SUMMARY

Investigation of Solubility of Turkish Propolis in Different Solvents

Propolis is a sticky, resinous natural product collected by honeybees from various
plant sources. Phenolic compounds such as flavonoids are mainly responsible for the
biological activity of propolis. Flavonoids are also responsible for antioxidant activity which
is principally based on their radical scavenging effects. In this study, a major aim is to
investigate which solvent is the best for the solubility of the propolis by using concentrations
of total polyphenols and flavonoids, assays of ferric reducing power and total antioxidant
status in extracts of Turkish propolis prepared with water, ethanol, dimethyl sulfoxide
(DMSO), glycerol and acetone. In addition, propolis samples were lyophilized in same
solvents except that glycerol and acetone. Same analyses were carried out in lyophilized
propolis samples. Each extract of propolis was also analysed qualitatively by HPLC method.
Total concentrations of polyphenols and flavonoids, ferric reducing power and total
antioxidant status of both normal and lyophilized extracts were found to be agree with each
other. In HPLC analysis, peaks seen with DMSO and acetone were similar, and those of with
ethanol and glycerol were also similar. In water extract of propolis, principally one peak was
observed. It was concluded that propolis solubility was found to be greatest in DMSO, and

ethanol, acetone, glycerol and water, respectively.

Anahtar Kelimeler: Propolis, flavonoid, extract, solvent, HPLC
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