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OZET

APITERAPIK DEGERI YUKSEK BAZI ARI URUNLERININ ANTIOKSIDAN VE
ANTIINFLAMATUAR OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Kiibra SAHIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Danigman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2017, 61 Sayfa

Tiirkiye bulundugu cografik yapisi itibariyle ¢ok degisik tiir ve cesitte ar1 Uiriinlerine
ev sahipligi yapmaktadir. Tamamlanan tezde Tirkiye florasina ait bazi ari iriinlerinin
apiterapotik fonksiyonlar1 aydinlatildi. Bu amagla 5 farkli monofloral bal (kestane, piiren,
cam, mese, karabugday) ile ti¢ farkli propolis (Trabzon, Kars ve Balikesir), ii¢ farkli polen
(Balikesir, Anzer, Erzurum) ile ar1 siitii ve ar1 zehri 6rneklerinin biyolojik aktif potansiyelleri
antioksidan, ve antiinflamatuar aktiviteleri yoniinden in vitro olarak belirlendi. Bu ¢alismada
ar1 Urlinlerinin antioksidan aktiviteleri agisindan propolis>polen>bal>ar1 siitii>ar1 zehri
seklinde bir siralama gosterdikleri tespit edildi. Tezde kullanilan ballarin biyolojik
aktivitelerinin kestane>mese>piiren>¢cam=karabugday siralamasinda oldugu deneylerle
bulunurken balin rengi ile toplam fenolik madde miktarlari arasinda yiiksek bir korelasyon
oldugu gozlendi. Bal, polen, propolis ve ar1 siitiiniin antiinflamatuar ajan olarak insan testis
hyaluronidaz enzimine kars1 degisen ICso degerlerinde inhibisyon gdsterdikleri tespit edildi.
Ozet olarak, ar iiriinlerinin insan saghgini koruma ve tedavi etmede oldukg¢a yiiksek
potansiyele sahip oldugu, bu dogal iiriinlerin daha etkili bir sekilde kullanilmasi i¢in daha

ileri in vivo ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apiterapi, antioksidan, antiinflamatuar, ari tiriinleri
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Master Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT AND ANTIINFLAMMATORY PROPERTIES
OF BEE PRODUCTS WITH HIGH APITHERAPICAL VALUE

Kiibra SAHIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2017, 61 Pages,

Because of it’s the geographical location, Turkey houses a large variety of bee
products. In the completed thesis, the apitherapeutic functions of some bee product from the
Turkey flora have been investigated. In this regard, five monofloral honey samples (chetsnut,
heather, pine, oak, and buckwheat), three different propolis samples (Balikesir,Kars, and
Trabzon), three different pollens (Anzer, Balikesir, and Erzurum) along with samples of
royal jellies and bee venom were tested in vitro for their bioactive potentials including anti-
oxidant and anti-inflammatory. In this thesis, the bee products are arranged for their
potentials as follows: propolis> pollen > honey > royal jelly >bee venom. The bioactive
potentials of honey samples were determined to be chestnut >oak >heather > pine >
buckwheat. Darker color honey samples had more bioactive potential, which was also
positively correlated with the total phenolic contents. Honey, pollen, propolis and royal jelly
demonstrated varying anti-inflammatory activities (ICso) as measured by their anti-human
testicular hyaluronidase effects. In conclusion, this in vitro study demonstrated that bee
products have significant therapeutic and prophylactic potentials for some conditions in

humans, which require furhers in vivo confirmation.

Keywords: Apitherapy, antioxidant, antinflammatory, bee products
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Son yillarda diinyada 'apiterapi' adi verilen ari {iriinleri ile tedavi yontemleri hizl1 bir
gelisme gostermeye baslamistir. Art Uriinleri ile yapilan her tiirlii koruyucu, tedavi edici
alternatif tip uygulamalarina apiterapi adi1 verilmektedir. Bal, polen, propolis, ar1 siitii ve ar1
zehri birer ar1 drtinleri olup insanoglu tarafindan asirlarca apiterapik amaglar icin
kullanilmuastir.

Kimyasal ve biyolojik agidan herhangi bir zararli reaksiyon ya da organizma iizerinde
kontrol edici etki gosteren, onu zararsizlastiran veya yok eden etkilerin hepsine biyolojik
etkinlik, biyolojik a¢idan etkin maddelere de biyolojik aktif maddeler veya biyoaktif
maddeler denir. Ar {irlinlerinin tamami oldukca yiiksek biyoaktif 6zellik gosteren bilesikleri
biinyesinde bulundurmaktadir (Kiigiik vd., 2007; Eraslan vd., 2008; Sarikaya vd., 2009). Bal,
polen, propolis, ar1 siitii, balmumu ve ar1 zehri temel ar1 tiriinlerinden olup her birinin ayr1
ayr1 biyolojik énemi bulunmaktadir. Bu sebeple bal, polen ve propolisin biyolojik degeri
basta antioksidan aktivite olmak {izere, antibakteriyel, anti-inflamatuar, antikanserojen,
antimikrobiyal, antiviral etkilerinin aydinlatilmasi agisindan ¢ok degerlidir. Apiterapik
iriinlerin biyolojik potansiyelleri toplandiklar1 bolgenin cografik ve floral 6zelliklerine bagl
olarak degisim gosterir (Kaskoniene, 2010). Tiirkiye bulundugu cografik konumdan dolay1
diinyanin 6nde gelen cografik bolgelerinden biri olup, iilkemiz aricilik potansiyeli ve bal
tiretimi bakimindan diinyada 6n siralardadir. Ancak gerek apiterapik yonden ve gerekse
tirlinlerin tanitim1 bakimindan 6n planda degil ve diinyadaki taninirligi bakimindan hak ettigi
yeri almamustir.

Caligmamizin amaci, lilkemiz florasina ait ve biyolojik aktif potansiyeli yiiksek oldugu
diisiiniilen ar1 iirlinlerinin apiterapik etkinliklerini arastirmak, ortaya ¢ikarmak, birbirleri ile
karsilastirmak ve apiterapik potansiyeli yiiksek iiriinleri belirlemektir. Bu amagla biyolojik
aktif potansiyeli yiiksek ballar (kestane, piiren, mese, ¢am ve karabugday) ile polen, propolis,
ar1 siiti ve ar1 zehrinin hyaluronidaz enzim iizerine etkileri ve antioksidan ozellikleri
calistlmistir.  Sonu¢ olarak bu {riinlerin  antiinflamatuar 6zellik  gdsterebilecegi

distintiilmiistiir.



1.2. Ar1 Uriinleri

1.2.1. Balin Genel Ozellikleri ve Kimyasal Bilesimi

Tirk Gida Kodeksi’nin (TGK) 2012/58 sayili Bal Tebligi’ne gore bal: Bitki
nektarlarinin, bitkilerin canli kisimlarinin salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlari tizerinde
yasayan bitki emici boceklerin salgilarinin bal aris1 tarafindan toplandiktan sonra kendine
0zgii maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattigi, su igerigini disiirdiigii ve petekte
depolayarak olgunlastirdig1 dogal {iriinii ifade ederBalin bilesimine bakildiginda, yaklasik
olarak % 70- 80 oraninda karbohidrat olup ve bu karbohidratlarin biiyiik cogunlugu fruktoz
ve glukoz oldugu az miktarda mono-, di- ve oligo- sakkaritler icermekte olup, % 18- 20
oraninda su ve % 1- 2 oraninda ise proteinler, organik asitler, fenolik bilesikler ve mineral
maddelerden olustugu goriiliir (Saxena vd., 2010). Cigcek ballar1 ve salgi ballarinda kuru
maddenin ¢ogunlugunu fruktoz ve glukoz monosakkaritleri olusturmaktadir. Yapilan gesitli
bal caligmalarinda miktar acisindan fruktozun glukoza gore daha ¢ok oldugu pek az balda
(Brassica napus) bali gibi glukoz miktar1 daha fazla oldugu tespit edilmistir (Cavia vd.,
2002). Balin seker igerigi balin gesidine gore ve florasina gore degisim gostermektedir.
Sorkun ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada ¢icek ballarinda seker bilesimi % 34,29
fruktoz ve % 27,04 glukoz, salgi ballarinda ise, % 37,49 fruktoz ve % 31,55 glukoz igerigi
belirlenmistir (Sorkun vd.,2002).

Balin zayif asidik 6zellik gostermesinde yapisinda bulunan organik asitler ve asidik
tuzlar rol oynamaktadir. Balin pH’s1 3,5- 5,5 arasinda degisim gostermekte olup balda
bulunan asit bileseni, glukoz oksidaz enzim faaliyeti sonucu meydana gelen glukonik asitdir.
Diger asitler ise formik asit, biitirik asit, sitrik asit, laktik asit ve tartarik asit oldugu cesitli
arastirmalar sonucu ortaya konmustur. Balda bulunan asitler balin lezzetine etki etmekte,
olgunlagsmasina katki saglamakta ve ayn1 zamanda bali mikroorganizmalara kars1 dayanikli
hale getirmektedir (Bogdanov vd., 2004; Ulusoy, 2010). Bal, enzimler bakimindan oldukga
zengin olup baslica bilinen enzimleri diastaz (amilaz), invertaz (sakkaraz), katalaz, fosfataz
ve ayrica glukoz oksidaz ve fosfatazlarin bir kismi, nektardan ve yaprak bitkilerinin yaprak
iistiine salgidan, biiyiik bir kismi ise arilarin tiikriik bezi salgilarindan meydana gelmektedir.
Invertaz (sakkaraz) enzimi, nektarin bala doniismesindeki kimyasal degisimlerin cogundan
sorumludur. Bu enzim nektardaki sakkarozun, fruktoza ve glukoza doniistimiini

saglamaktadir. Onemli olan diger bir enzim olan glukoz oksidaz enzimi glukozu okside



ederek hidrojen peroksit ve glukonolakton olusmaktadir. Olusan hidrojen peroksit bala
antibakteriyal aktivite kazandirmaktadir (Molan, 1992; Roderick, 1999).

Balin rengi balda bulunan polifenoller ve minarelerden kaynaklanmaktadir. Bal,
genellikle saydam renkden baslayip, koyu kirimiziya kadar kahverengi hatta siyaha kadar
uzanan farkli renklere sahiptir (Bogdanov vd., 2004). Balin rengi diinya piyasasinda bal
fiyatlarin1 tayin eden faktorlerden biri olup balin tiiketici tarafindan kabul edilmesi ile
iliskilidir (Gonzales vd., 1999). Salg:1 ballar1 ve koyu renkli ballar da mineral igerigi agik
renkli ballara gore daha zengindir (Kolayli vd., 2008). Balin mineral bilesimi % 0,02- 1
arasinda degisim gostermekte ve baslica K, Ca, P, Mg, olmak iizere iz miktarda Fe, Cu, Zn,
Se, F ve Cl bulunmaktadir (Rashed ve Soltan, 2004; Yao vd., 2004; Chudzinska ve
Baralkiewicz, 2010).

Bal, yapisinda bol miktarda aminoasit igermektedir. Cigekli ballarda aminoasit igerigi
% 0,3 iken salg1 ballarinda % 1 civarinda oldugu rapor edilmektedir. Balda yaklasik olarak
17 tane aminoasit tespit edilmis olmakla birlikte bunlarin basinda prolin gelmektedir. Diger
aminoasitler de lisin, histidin, arginin, aspartik asit, treonin, glutamik asit, glisin, alanin,
sistein, valin, metionin, izolosin, 16sin, tirozin, fenilalanin, triptofan seklinde balin igerisinde
yerini almaktadir. Balda miktar1 en yiiksek olan prolin, kollagen ve elastinin yapisinda
bulunan hidroksiprolinin 6n maddesidir (Kalaycioglu vd., 2006). Prolin bitkilerde ¢esitli
miktarlarda bulunmasindan dolay1 seker grubu ile beslenen arilardan elde edilen bal ile,
nektardan elde edilen balin ayrilmasinda kriter olarak kullanilmaktadir (Guler vd., 2007).

Balin su igerigi, balin olgunlugunu ve raf émriiniin degerlendirilmesinde ¢ok 6dnemli
yer tutar. Baldaki su oranin yiiksek olmasi balin daha kolay bozulmasina sebep olmaktadir.
TGK Bal Tebligine gore, baldaki su oran1 % 20’den az olmalidir (Bal Tebligi, 2005).

1.2.2. Balin Siniflandirilmasi

Ballar kaynagina gore bitki nektarlarindan elde edilen “cigek ballar1” (Yonca bali,
narenciye bali, kestane bali, kekik bali, kiraz bali) ve bitkiler lizerinde yasayan bitki emici
boceklerin (Hemiptera) salgilarindan elde edilen “salgi ballari” (¢am bali, mese bali) olmak
tizere gruba ayrilirken, tiretilip pazara sunulus sekillerine gore petekli, siizme, petekli siizme,
sizma, pres ve filtre edilmis bal olarak adlandirilirlar. Bu kaba gruplandirmaya ilaveten
ballarin orijinlerine gore siiflandirilmas: da biiyiik 6nem arz eder (Tiirk Gida Kodeksi,

2012).



Tiirkiye diinyada en fazla ¢am bali (Pinus L.) iireten iilke olup Ege, Bat1i Marmara ve
Akdeniz Bolgesi’'nde iiretim yapilmaktadir. Avrupa Birligi, en 6nemli cam bali ithal eden
tilkelerden biridir. Tiirkiye’de ¢am bali iiretiminin en yiliksek oldugu yerler bocegin en
yaygin ve yogun olarak bulundugu Mugla ve gevresindeki illerdir (Tanakani vd., 2007;
Tornuk vd., 2013).

Mese bali (Quercus spp. L.) mese agacinin yapraklarindan stres sartlarina bagli olarak
¢ikan ¢esitli maddelerden olusan bir salgi balidir. Koyu renkli, kolay kristalize olmayan bir
bal olup kendine has aromasi, bulunur. Ulkemizin Bati Trakya Bélgesinde ve &zellikle
Kirklareli ¢evresinde yogun olarak iiretilen bir orman balidir. Literatiirde yapilan
calismalarda Bulgaristan ve Balkanlarda yogun sekilde tiretildigi bir salgi bali oldugu ve
yiiksek fenolik madde miktarina ve ona bagli antioksidan kapasiteye sahip bal oldugu rapor
edilmektedir (Simova vd., 2012; Tuberoso vd., 2013). Mese bali olduk¢a koyu renkli bir
baldir ve polifenolik bilesenleri agisindan olduk¢a zengindir.

Piiren veya halk arasinda siipiirge calisi olarak da bilinen (Calluna vulgaris) iilkemizde
Bat1 Ege, Canakkale, Akdeniz bdlgesinin bitki tiiriidiir ve yogun olarak sonbahar aylarinda
bal iiretimi yapilmaktadir. Literatiirde piiren balina ait calismalar mevcut olup balin yanik
seker kokusu ve tadin da oldugu ve Balkanlar’dan italya, Portekiz ve Ispanya’ya kadar
yayilim gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda piiren balinin yiiksek fenolik madde icerdigi
ve antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugu bildirilmektedir (Castro-Vazquez vd., 2009;
Alves vd., 2013; Jasicka-Misiak vd., 2012). Piiren bali koyu renkli bir bal olup balin renginin
yapisinda bulunan cesitli polifenolik ajanlardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ulkemiz
florasina ait piiren ballar1 iizerine detayli ¢alisma bulunmazken literatiirde daha cok
Balkanlar, italya, Ispanya, Portekiz, Slovenya gibi iilkelerde piiren ballarinin yiiksek
polifenolik madde miktar1 ve ona bagl yiliksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu
bildirilmektedir (Jasicka-Misiak vd., 2012; Alves vd., 2013).

Kestane bali (Castanea sativa mill.) Karadeniz, Marmara ve Trakya bolgelerini igine
alan genis bir bolgede tiretilen bir baldir. Mayis, haziran aylarinda agan ¢igekleri arilar igin
cok iyi nektar ve polen kaynagi olup koyu renkli bir baldir. Kolay kristalize olmayan kestane
balini iilkemizde insanlar ilag¢ niyetine tiketmektedir. Tiirkiye florasina 6zgii ballardan en
fazla {izerinden arastirma yapilan ballardan bir olan kestane (Kiigiik vd., 2007; Tezcan vd.,
2011; Sarikaya vd., 2009) balinin tibbi ve biyolojik aktif degerinin diinyada 6ne ¢ikan
ballardan daha yiiksek olduguna inanilmaktadir, ancak bir karsilagtirma ¢alismast mevcut

degildir (Kropf vd., 2010; Andrade vd., 1997; D’ Arcy, 2005).



Karabugday bali degerli bir bal olup iilkemizde taninirlig1 ve iiretimi ¢ok sinirlidir.
Oysa Avrupa iilkelerinde karabugday ekimi ile birlikte bali da iiretilmekte ve balin yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir (Isidorov vd. 2015).

1.2.3. Polenin Yapisi ve Ozellikleri

Polenler ¢igekli bitkilerin erkek organlarinda meydana gelen iireme tiniteleri olup
bitkinin erkek gametini (bu nedenle erkek DNA) disi gamete tasiyan bir yapidir ve
miikemmel bir gida olarak da kabul edilmektedir (Krell, 1996). Polenler bu tasinma sirasinda
erkek gametini ¢ok iyi korumus, sikistirilmis binlerce mikroskobik polen taneleri (genellikle
15-100 mikron) igermektedir. Bal arilarinin larva sonrasi yavru yetistirmesinde ve genglik
donemlerinde dokularinin, kaslarinin, salgi bezlerinin ve diger organlarinin yeterince
gelismesi i¢in gerekli olan protein, lipit, sterol, vitamin ve mineralleri saglayan en 6nemli
besin maddesidir (Konar, 2010; Erdogan ve Dodologlu, 2005; Schimidt,1997; Pernal ve
Currie,2001; Calderone ve Johnson, 2002; Dobson ve Peng,1997). Polenler arilar tarafindan
bitkilerden toplandig1 zaman genellikle bir miktar nektar ile veya kusarak ¢ikardiklar: bal ile
karistirilarak yapiskanlik kazandirilir ve pellet (topak) halini almasi saglanir. Polenlerin
kismen tatli olmasinin da bu sebepten kaynaklandig: bilinir. Bazi polen tipleri yapilarinda
nektar ve bal bulunmaksizin zengin yag icerigine de sahiptir.

Yiyecek toplayan bir bal aris1 nadiren birden fazla ¢igekten polen ve nektar toplar. Bu
nedenle arilarin arka bacaklarindaki bir polen pelleti yalnizca bir veya bir kag polen ¢esidi
igerir. Bunun bir sonucu olarak polen peletleri tipik bir renge sahiptir. En yaygin rastlanilan
polen renkleri sar1, kirmizi, mor, yesil, portakal rengi ve diger cesitli renklerdir (Yildiz,
2011).

Polenin fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozelliklerinin toplandig: bitkiye, bdlgenin
cografik konumuna, iklim 6zelliklerine, toplanma sekline ve ambalaj sekline bagli olarak
degisim gosterdigi bildirilmektedir (Karatas vd., 2000). Bal arilar1 poleni farkli bitkilerden
topladig1 i¢in polenin kimyasal kompozisyonu da oldukga farkliliklar gostermektedir. Bu
nedenle polenin standart bir bilesiminin ortaya ¢ikartilmasi oldukga zordur. Genel olarak
polen; %7,50-40,0 protein, %15,0-50,0 seker icermekte olup, %15,0 ile %50,0 arasinda
degisen ve oldukca yiiksek miktarda nisasta ihtiva etmektedir (Krell, 1996). Proteinler,

aminoasitler, yaglar ve sekerler polenin ana bilesenlerini olusturur ve polen yapisinda ¢ok



fazla sayida iz miktarda bulunan elementler ise bal arilarinin da ihtiyag duymus oldugu Na,
K, Ca, Mg, Cl, P, Fe’ dir.

Gida olarak kullanilan polenler aricilar tarafindan kovanlara ilave edilen polen
tuzaklar1 ile toplanmaktadirlar. Bu polenler aricilar tarafindan kurutularak veya
dondurularak muhafaza edilir, yerine gore satilarak, yerine gére de mevsim disinda arilarin

beslenmesinde ve kek liretiminde kullanilmaktadir.

1.2.4. Propolisin Yapis1 ve Ozellikleri

Propolis, arilarin kovanin savunmasinda, dezenfeksiyonunda ve yalitiminda
kullandiklar1 ve bitkilerden topladiklart re¢inemsi bir madde olup % 50 regine ve zamksi
maddeler, % 30 bitkisel mumlar, % 10 esansiyel yag asitleri, % 5 polen, % 5 organik
bilesiklerden olusan ar1 tiriiniidiir (Gomez-Caravaca vd., 2006; Burdock, 1998). Baska bir
sekilde tanimlayacak olursak propolis, bal arilarinin bitki tomurcuk ve filizlerinden topladigi
recineleri bal mumu ve tiikiiriik salgilari ile karistirarak elde ettikleri bir iirlindiir (Bankova
vd., 2002; Hegazi, 1998).

Propolisin ¢ok eski yillardan beri geleneksel tipta cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildigi ve antimikrobiyal, antioksidan, antitiimor, antiinflamatuar gibi biyolojik
aktivitelere sahip oldugu birgok bilimsel ¢aligma ile gosterilmistir (Albayrak ve Albayrak,
2008). Genel olarak propolis koyu sar1, yesil ve koyu kahverengiye dogru degisen renklerde
bulunabilir ve yas1 arttik¢a rengi koyulagmaktadir (Saral, 2013). Yaklasik olarak 60—70°C
arasinda erime noktasina sahip olan propolis diisiik sicakliklarda sert veya donmus olarak
bulunabilir ayrica 0°C’de kirilgan 6zellige sahiptir (Woo ve Park, 1997; Burdock, 1998;
Banskota vd., 2002; Ghisalberti, 1979).

Propolisin ¢oziiniirliigi su ve organik coziiciilerde diisiik, alkollerde ise yiiksek
orandadir (Campos vd., 1997). Son yillarda biyoaktif Ozelliklerinden daha iyi
yararlanabilmek i¢in kritik ekstraksiyon yoOntemleri denenerek sulu c¢ozeltileri elde
edilebilmektedir (Nagai vd., 2003).

Propolisin kalitesi toplanma sekline gore farklilik gdstermektedir. Mesela propolis
tuzaklar1 ile toplanan propolislerin gercevelerden kazinarak alinan propolislerden daha
kaliteli oldugu, biiyiik catlaklardan toplanan propolislerin nispeten mum igeriginin fazla

olmasi nedeniyle daha az kalitesi oldugu bildirilmektedir (Kutluca vd., 2008).



Zaman ilerledik¢e propolisin gilinliik hayatta kullaniminin arttig1 goriilmektedir. Dis
macunlarinda, kremlerde, oksiiriik suruplarinda ve bazi gidalarda katki maddesi olarak

propolis yer almaktadir.

1.2.5. An Siitii ve Ozellikleri

Arn siitli jel kivaminda olup homojen bir maddedir. Sari, beyaz ve bej renklerde,
fenolik bir kokuya ve eksi bir tada sahiptir (Lercker vd., 1992). Temel anlamda ari siitii, 5
ila 15 giinliik ig¢i bal arilari tarafindan ana ariy1 yani kralige ar1y1 beslemek amaci ile yutak
altt adl1 bezeleri igerisinden salgiladiklar1 bir bal aris1 iiriiniidiir. An siitii yaklasik olarak
%12-15 protein, %10-16 karbohidrat, %3-6 lipit ve geri kalan %60-70 oranda vitamin, tuz,
serbest amino asitler ve nem gibi pek ¢cok madde igermektedir (Tamura vd., 2009; Nagai ve

Inoue, 2004).

1.2.6. Ar1 Zehri ve Ozellikleri

Ar zehri, isci arilarin zehir bezlerinde iiretikleri ve zehir torbasinda depoladiklari
50’nin lizerinde bilesene sahip kompleks yapida bir karigimdir. Bu bilesenlerin biiytik bir
kismint peptitler olusturmaktadir ve mellitin, apamin, adolapin, mast-cell degranulating
(MCD) peptitler, enzimler (fosfolipaz A2), biyolojik aktif aminler (histamin, epinefrin) ve
nonpeptit komponentler, ona ¢esitli farmakolojik 6zellikler kazandirmaktadir (Kwon vd.,
2001; Son vd., 2007). Ar1 zehri uzun yiizyillar Uzak Dogu’da (oriental medisin), tendonit
(tendon iltihabi), bursitis (eklem kesesi iltihab1), romatoid artrit gibi ¢esitli inflamasyon
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir (Billingham vd., 1973). Bilesenlerden en fazla
oranda bulunan (%50) mellitin ve fosfolipaz (%10) lokal inflamasyondan sorumlu ajanlar
olarak tanimlanmaktadir (Rached, vd.,2010; Nisbet vd., 2012). Biyokimyasal analizler bal
aris1 zehrinde en az 50 bilesenin bulundugunu ve bunlarmn biiyiik cogunlugunun hidrolitik
enzim aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir. Hyaluronidaz, fosfolipaz, asit fosfataz,

esteraz, histamin, dopamin, noradrenalin bu i¢eriklerden bazilaridir (de Abreu vd., 2010).



1.3. Serbest Radikaller, Antioksidanlar ve Polifenoller

Son yoriingelerinde ortaklasmamig elektron barindiran kisa dmiirlii reaktif molekdiller
serbest radikal adin1 almaktadir. Bir atom ya da molekiil bir aliciya elektron verirse
yiikseltgenme meydana gelir. Yiikseltgenme potansiyeli yiiksek olan madde yiikseltgenirken
diger madde indirgenir. insan viicudunda ve besinlerde bulunan lipidler, proteinler,
karbonhidratlar, niikleik asitler de oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma igin
zararl olabilecek oksidasyon iiriinleri olusabilmektedir (Papas, 1996). Bu durum oksidatif
stres olarak ifade edilir. Reaktif tiirlerin zararli etkilerinin temel sebebi radikal olmalari,
radikal olusumuna sebep olabilmeleri veya yiikseltgenme potansiyellerinin daha yiiksek
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Serbest radikaller {i¢ temel yolla olusur (Akkus, 1995;
Onat vd., 2002): Bu olusumlar kovalent baglarin homolitik kirilmasi, bir molekiiliin elektron
kaybetmesi ve bir molekiile tek bir elektron transferi ile ger¢eklesmektedir.

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bir¢ok hasara yol agmaktadir. Bu hasarlar soyle
siralanabilir (Kehre ve Smith, 1994; Halliwel ve Gutteridge, 1999). Yapilan pek ¢ok
calismada; tlseratif kolit (Dagli vd., 1997), iskemi/reperfiizyon hasar1 (Cruthirds vd., 2003;
Tasc1 vd., 1995), ateroskleroz (Halliwell ve Gutteridge, 1990), yaslanma (Hipkiss, 2007),
diabetes mellitus (Akkus, 1995), Alzheimer hastaligi; Parkinson hastaligi (Dauer ve
Przedborski, 2003; Mosley vd., 2006), sigara kullanimi1 (Zalata vd., 2007; K&secik vd., 2005)
ve hava kirliliginin (Tao vd., 2003) neden oldugu rahatsizliklar ve KOAH (Bowler vd., 2004)
gibi akciger hastaliklari, gesitli kanser tiirleri, felg, hipertansiyon, romatoit artrit ve multiple
sklerosis gibi otoimmiin hastaliklar, alerji, astim, septik sok, inflamasyon, akut pankreatit,
yaslanmaya bagli makiiler hastaliklar ve katarakt (Anderson 2007; Halliwell, 1994;
Halliwell ve Gutteridge, 1990) gibi klinik durumlara serbest oksijen radikallerinin katildigi
belirtilmistir.

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek oksidatif stresi yavaslatan ya da
durduran bilesenlerdir. Radikallerin zararl etkisinden korunabilmek icin canlilarin sahip
olduklar1 enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar bulunmaktadir (Thomas, 1995;
Blomhoft, 2005). Endojen (organizma tarafindan sentezlenen) antioksidanlar, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilir (Jerry vd., 2000). Enzimatik
olanlar, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve hidroperoksidaz olup,
enzimatik olmayan antioksidanlar ise, rediikte glutatyon (GSH), bilirubin, ferritin, albumin,

seruloplazmin, melatonin, sistein, metiyonin, laktoferrin, transferrin, haptoglobiilin ve irik



asit verilebilir. Eksojen (disaridan besinlerle alinan) antioksidan ise daha ¢ok bitkiler
tarafindan sentezlenen ¢esitli vitamin (a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit, folik asit) ve
fenolik maddeler olup disaridan organizmaya alinip etkinlik géstermektedirler (Saral, 2013;
Kolayli ve Keha 1999; Sahin, 2014). Baz1 dogal antioksidanlar tablo 1’deki gibidir.

Tablo 1. Dogal Antioksidanlarin Siniflandirilmasi.

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Endojen Eksojen Antioksidanlar

Antioksidanlar

Katalaz Glutatyon (GSH) Askorbik Asit (C Vitamini)
Glutatyon Peroksidaz Urik Asit Tokoferoller

Glutatyon Rediiktaz a-Lipoik Asit Karotenoidler
Glutatyon-S-Transferazlar ~ Laktoferrin, Ferritin Polifenoller

Glukoz 6-Fosfat Bilirubin

Dehidrogenaz Melatonin

Sekonder metabolitler olarak da ifade edilen fenolik bilesikler, bitkiler aleminde
oldukga 6nem arz eden temel bilesenlerdir (Burns vd., 2001). Bitkiler metabolizma sirasina
ve herhangi bir stres 6rnegin yaralanma, zedelenme durumlarinda fenolik bilesik iiretirler.
Tibbi bitkilerde temel olarak bulunan fenolik asitler, flavonoidler, taninler, kumarinler,
ligninler, kinonlar, stilbenler ve kurkuminoidler onlarin medikal 6zelliklerinden sorumlu
ajanlardir. Aromatik yapiya sahip bu fenolik bilesikler basit fenoller, fenolik asitler (benzoik
asit, sinnamik asit tliirevleri), kumarinler, flavonoidler, stilbenler, hidrolizlenebilen kondanse
taninler ve ligninler iiretilir (Y1ldiz, 2011). Besinsel ve organoleptik agidan 6nemli olan bu
bilesikler, alt1 {iyeli aromatik halkaya (benzen) direkt bagl bir hidroksil grubu (-OH) igeren
aromatik bilesenlerdir (Fang vd., 2007). Genel olarak basit fenoller ve polifenoller olmak
tizere iki grup altinda toplanmaktadir. En basit fenolik bilesik bir tane hidroksil grubu igeren
benzendir ve fenol olarak adlandirilmaktadir. Birden fazla hidroksil kokii i¢eren fenolik
maddelere ise polifenoller denir. Ozetle bilinen tiim fenolik bilesikler, basit fenollerdeki
benzen halkasina farkli radikal gruplarin baglanmasi ile olusmuslardir (Hallag¢ Tiirk, 2009;
Karagali, 2002). Baglik bazinda fenolik bilesikler; fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere
2 grup altinda toplanmaktadirlar (Khoddami vd., 2013).

Benzen halkasi igeren organik maddeler genel olarak fenolik bilesik olarak

adlandirilmakta olup, bitkiler aleminde bulunan ikincil metabolitlerdir (Akalin, 2011).
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Polifenoller; bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda mevcut olan, fitokimyasallarin en genis
kategorilerinden birini olusturan ve insan yasaminda gerekli olan bilesiklerdir. Besin
fenolikleri; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir. Bitki polifenolleri
multifonksiyonel bilesikler olup indirgeme araci, hidrojen atom-donér antioksidanlar ve
singlet oksijen sondiiriicli olarak, bazilar1 metal iyonu selatlama sahip antioksidanlar olarak
davranirlar (Rice-Evans, 1996). Fenolik asitler, hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit
seklindedirler. Ozellikle kaffeik asit ile onun esteri olan klorojenik ve ferulik asit gibi

sinnamik asit tiirevleri ¢ok yaygindir (Can, 2014). Polifenoller tablo 2’de siniflandirilmistir.

Tablo 2. Polifenollerin Siniflandirilmasi

Polifenoller
Flavonoid olmayan Flavonoidler Fenolik Asitler
Hidrolizlenebilir Tanenler Flavonoller Hidroksisinammik asit tiirevleri
Kondanse Tanenler Flavonlar Hidroksibenzoik asit tiirevleri
[zoflavonlar
Flavononlar

Antosiyaninler

Flavanoller

Flavonoidler, bitkilerin ikincil metabolitlerindendir ve bitkisel gidalarda yaygin olarak
bulunan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler renk, tat ve koku gibi organoleptik 6zelliklerden
sorumlu olduklar i¢in, analizleri 6nemli derecede ilging yapan bu tiir {iriinlerin kalitesiyle
yakindan ilgilidirler (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003; Ulusoy, 2010). Bu bilesikler
bitkinin biiyiime ve gelismesini etkiledikleri gibi, hastalik etmenlerine karsi savunma
sisteminin de bir pargasini olustururlar ve bitki pigmentleri olarak bilinirler. Flavonoidlerin
farmokolojik, antimikrobiyal, antioksidan, antifungal, anti-inflamatuar, antialerjik,
antikanserojen 6zelliklerinin oldugu da bilinmektedir (Hallag Tiirk, 2009; Havsteen, 2002).
Bazi flavonoidlerin genel yapisi ve tagidiklari substutiientleri tablo 3’te gosterilmistir.

Falavonoid olmayan metabolitlerden biri de tanenlerdir ve tanenler bitki aleminde
yaygin olarak bulunan ikincil metabolitlerdendir. Kolayca suda ¢oziinebilir bir yapiya

sahiptirler. Bu 6zellikleri sayesinde ekstraksiyon ile elde edilebilirler.
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Tablo 3. Flavonoidlerin genel karbon iskeletleri ve tasidiklari substutiientleri

Flavonoid R1 R2 R3 R4
Luteonil H H OH OH
Luteonil-7-O-glukozit H glc OH OH
Kamferol-3-O-soforozit O-soph H H H
Kuersetin-3-O-galokozit O-gal H OH OH
Galaegin OH H H H
Kuersetin-4'-O-glukozit OH H OH O-glc
Kuersetin OH H OH OH
Kamferol OH H H OH

1.4. Enzimler

Enzimler, canlilarda devam etmekte olan binlerce reaksiyonu hizlandiran ve
reaksiyonu %100 {irtin verimi ile sonuglandiran biyolojik katalizorlerin genel adidir.
Enzimler reaksiyon sirasinda fiziksel degisiklikler gegirseler de reaksiyon tamamlandiginda,
tekrar kendi orijinal hallerine donerler (Murray, 1993). Enzimlerin etkiledikleri molekiillere
substrat ad1 verilmektedir ve enzimler adlandirilirken subsrat adinin sonuna —az getirilir:
esteraz, lipaz, hyaluronidaz, polifenoloksidaz... Enzimler etki ettikleri maddeler olan
substratlar i¢in oldukca spesifiktirler. Baz1 enzimler benzer yapida bir grup substrata etki
ederken bazilar1 da tek bir molekiil tiirii ilizerine etki eder. Bir¢cok enzim stereospesifite
gosterir (Kalaycioglu, 2006). Enzimler canli hiicreler taratindan biyolojik kosullarda sentez
edilirler fakat aktivite gdstermeleri i¢in canli organizmaya ihtiya¢ duymazlar.

Baz1 enzimler katalitik aktivite gostermek i¢in amino asit kalintilar1 diginda kimyasal
bir gruba ihtiyag duymazken (apoenzim) bazilar1 da (holoenzim) kofaktdr olarak
adlandirilan Fe?*, Mg?*, Mn?* gibi bir veya daha fazla inorganik iyona ya da koenzim olarak
adlandirilan kompleks organik veya metaloorganik molekiillere ihtiya¢ duyar. Bazi enzimler
ise aktivite gosterebilmek i¢in hem koenzime hem de bir veya daha fazla metal iyonuna
ithtiya¢ duyar. Protein yapisina kovalent olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu
prostetik grup olarak adlandirilir. Koenzimler ¢ogunlukla diyet ile diisiik miktarlarda alinan
organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler (Nelson ve Cox, 2005).

Enzim aktivite birimi ({inite) genel olarak standart sartlarda 1 dakikada bir pmol

substrat1 {liriine doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Bu tanim Uluslararasi
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Biyokimya Birligi tarafindan 1965 yilinda kabul edilmistir. Enzim aktivitesini etkileyen
faktorleri pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu, aktivator ya da inhibitor varligi olarak

siralayabiliriz.

1.4.1. Enzim Inhibisyonu ve ICso

Enzim aktivitelerinin azaltilmasi ya da tamamen durdurulmasi olayina inhibisyon, bu
olaya neden olan iyon ya da bilesiklere inhibitdr adi verilir. Inhibitdrler, genellikle kiigiik
molekiil agirlikli organik veya inorganik molekiil veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin
inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli basma bir kontrol mekanizmasi olusturur. Bu
yiizden enzim inhibisyonu biiylik bir 6nem arz etmektedir (Kuzucu, 2011). Baz1 enzimlerin
inhibisyonu anti-inflamatuvar, antitiimoral, antikarsinojenik, antialerjik, anti-aging, anti-
romatoid, anti-toksin, antimikrobiyal ozellik sergiler (Hotaman, 2015). Enzimlerin
inhibisyonu baglica iki gruba ayrilir. Enzim inhibisyonlar1 doniisimlii ve doniisiimsiiz
inhibisyon olmak iizere iki kisimda incelenmektedir.

Doniistimsiiz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir.
Inhibitér, enzime kovalent olarak baglanir veya kompleks olusturur. Vmax (enzimatik
reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz) azalir, Km (enzimin substrata ilgisini gosteren
sabit) degismeden kalir (Giiller, 2011).

Dontistimlii inhibisyonda inhibitér madde ortamdan uzaklastirildiginda enzim tekrar
eski haline doner. Bu inhibisyon ¢esidi yarismali (kompetitif), yarismasiz (nonkompotitif)
ve yar1 yarismali (unkompotitif) olmak iizere 3 ¢esittir.

Enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor konsantrasyonu ICso olarak tanimlanir. Bu
calismada degisik konsantrasyonlarda inhibitor ¢ozeltileri hazirland1 ve konsantrasyonlar
dik koordinat sisteminde x eksenine yazildi. Buna karsilik gelen % inhibisyon degerleri y
ekseninde logaritmik olarak belirlendi. Diisiik ICso degeri giiclii inhibisyon etkisini

gostermektedir.
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1.4.2. Hyaluronidaz Enzimi ve Hyaluronik Asit

Hyaluronidaz, yumusak dokularin ekstraselliiler matriks yapisinda gorev alan ve
tekrarlayan disakkarit iinitelerinden olusan hyaluronik asidi (hyaluronan) yikan bir enzimdir.
Hyaluronik asid (HA) embriyonel gelisimde, ekstraselliiler matriks homeostazinda, yara
lyilesmesinde, doku yenilenmesinde ve arteryel sertlikte de goriilebilen arteryel diiz kas
hiicre proliferasyonunda ve migrasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Abdesslam, 2000).
Dokularda hyaluronidaz enzim aktivitesi artisinin da dokulardaki yenilenme ve onarim
islemlerinde, vaskiilarizasyon artiginda ve tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz artisinda rol aldigi
diistiniilmektedir (Franklin SS, 2001., Abdesslam, 2000). Ayrica plazma hyaluronidaz
Olciimii hyaluronik asidin metabolizma ve aktivitesinin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Kucur, 2009). Hyaluronidaz pek ¢ok patolojik hastalikla iligkilidir ve onun
inhibitorleri, anti-inflamatuar, anti-alerjik, anti-timoral, anti-aging, anti-romatoid, anti-
toksin, antimikrobiyal etki gostermektedir (Stern, 2008; Sunitha vd., 2013; Selenge vd.,
2014). Toplamda bes hyaluronidaz enzimi (HYAL1, HYAL2, HYAL3, HYAL4 ve hPH-20)
mevcuttur (Stern, 2008). Hyaluronidaz ayrica bakterilerde, bazi hayvan zehirlerinde ve

spermlerde bulunmaktadir. Hyaluronidaz enziminin tersiyer yapisi Sekil 1°deki gibidir.

Sekil 1. Hyaluronidaz enziminin 3 boyutlu yapisi

Hyaluronidaz enzimi ile ilgili diinyada ve tilkemizde ¢esitli ¢alismalar (Bozkurt vd,
2003; Frost vd, 1997; Sawyer, 1986; Tanyildiz1 ve Tirk, 2003; Wilkinson vd, 1995)
yiiriitiilmiis olmasina ragmen iilkemizde ar1 liriinlerinin hyaluronidaz enziminin belirlenmesi
tizerine yapilmig ¢alismayalar nadirdir. Biz bu ¢alismamizda ari iiriinlerinin hyaluronidaz
enzimi tizerindeki inhibisyonunu deneysel olarak tespit ettik. Wilkinson vd (1995) farkli yas

gruplarina ait insan plesantasindaki hyaluronidaz aktivitesinde farkliliklar oldugunu
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aciklamiglardir. Toida vd (1999) florimetrik yontemle sulfonat glikosaminoglikanlarin
hyaluronidaz aktivitesi iizerine olan etkisini ¢aligmislardir.

Hyaluronik asit bir ekstraselliiler matriks bilesenidir ve tekrarlayan glukuronik asit ve
N-asetil-D-glukozamin disakkarit tnitelerinin degisken olarak B(1—4) ve B(1—3)
glikozidik baglarla baglandig1 zincirlerden olusan, yiiksek ve diisiik molekiil agirlikli
formlar1 olan bir glikozaminoglikandir (Jennie ve Christine, 2004). Hyaluronik asit oldukca
hidrofilik bir polimerdir ve su varliginda hacmi 1000 katina kadar ¢ikabilmektedir. Bu
ozelligi sayesinde de bosluk doldurucu, kaygan ve osmotik tamponlayict gorevi goriir.
Poliiyonik yapisi sayesinde de serbest radikalleri temizler ve antioksidan etki gosterir (Jennie
ve Christine, 2004).

Glucuronic acid N-acetyl-glucosamine
Sekil 2. Hyaluronik Asidin Formiilii

Hyaluronik asit klinikte ve tedavi siirecinde 6nemli rol oynamaktadir. HA ’nin artmisg
serum konsantrasyonlart romatoid artrit gibi bazi hastaliklarin ilerlemesi ile iliskilidir. HA
bobrek ve karaciger transplantasyonlarinin basarisini degerlendirmede de kullanilmigtir.
HA’nin yiiksek konsantrasyonlariim timor gelisimi ve metastaz olusumu ile iligkili oldugu
saptanmistir ve kanserli hastalarin prognozunu belirlemede negatif Ongoriicii olarak
kullanilabilmektedir. HA’nin pek ¢ok hastalikta ve cerrahi uygulamada tedavi
seceneklerinden biri olarak klinik kullanimi da mevcuttur. Ayrica HA’nin 6zelliklerinde
degisiklikler olmasinin ateroskleroz ve restenoz gibi vaskiiler hastaliklar ile iliskili oldugu
da bilinmektedir (Jennie ve Christine, 2004).

Serumdaki hyaluronik asit seviyesinin enfeksiyonlar sirasinda yiikseldigi ve bu
yiikselisin klinik olarak atesli aktivitede yararli olacagi rapor edilmistir. Hyaluronidaz,
hyaluronik asidin dengelenmesinde Onemli bir gorev iistlenmektedir (Sahin, 2006).
Hyaluronik asidin bir diger etkisi de ekstraselliiler matriks igerisinde kollagen

metabolizmasin etkileyerek vaskiiler sertlige yol agmasidir. Asirt HA iiretiminin oldugu
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transjenik si¢anlarda yapilan ¢alismalarda HA nin aort tunica media tabakasinda birikiminin
aort gerilimini ve mekanik sertligi arttirdig1 saptanmistir (Chai vd., 2005). Sonug olarak,
normal kosullar altinda HA yapim ve yikimi bir denge halinde kontrol edilmektedir ve bu
denge bozuldugunda vaskiiler bozukluklarin olusabildigi diistiniilmektedir (Tammi vd.,
2002).

Cesitli flavonoidlerin potansiyel hyaluronidaz inhibitorii olduklari gosterilmistir
(Kuppusamy vd., 1990; Kuppusamy ve Das, 1991). Havyan deneylerinde flavonoidlerin
anti-inflamatuar, anti-alerjik aktivite, lipid peroksidasyonunu, RNA, DNA protein
sentezlerini, antiviral aktivite, kilcal kirilganligi, tiimor inhibisyonu ve patolojik siireglerde
cesitli enzimler iizerine etkileri oldugu gosterilmistir (Harbone, 1986; Ferrel vd., 1979;
Vanden Berghe vd., 1993; Parellada ve Guinea, 1995).

Hyaluronidazin inhibitoriiniin  metal tuzlari (Meyer ve Rapport, 1951),
benzimidazoller ve indoller (Rigden vd., 2006), sigir serum albiimin (BSA) (Maingonnat
vd., 1999), triterpenler ve flavonoidler (Kuppusamy vd., 1990; Hertel vd., 2006), 6-0-a¢il
vitamin C tiirevleri (Botzki vd., 2004; Spickenreither vd., 2006) gibi farkli bilesiklerin

oldugu belirlenmistir.

1.5. Literatiir Ozeti

1.5.1. Bal

Bilinen en saf, en tatl, en sifali, en dayanikli ve en lezzetli iirlinlerden biri bal olup
insanlar tarafindan besin ve sifa kaynagi olarak kullanimina dair 4000 yillik gegmise sahiptir.
Siimerli hekimlerin tabletlerinde, Eski Misir tibbi metinlerinde, biiyiik hekim Ibn-i Sina’nin
kitabinda (El-Kanun Fit-T1ib), Cin, Hint, Yunan ve Roman medeniyetlerinde binlerce
regetenin igeriginde oldugu bilinen bir ar1 tirtintidiir (White vd., 1975).

Literatiirde balin biyolojik aktif degeri ile ilgili binlerce arastirma bulunmaktadir ve
bu arastirmalarda 6ne cikan bazi bal tiirlerinin antioksidan kapasiteleri, antimikrobiyal
aktivitelerinin diger ballardan ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Yeni Zelanda'nin
Manuka bali (Aljadi ve Kamaruddin 2004; Akhmazillah vd., 2013), Malezya' nin Gelam
bali (Aljadi ve Kamaruddin, 2004).

Balin yaklasik olarak %1 oranda icerdigi cesitli sekonder metabolit ajanlarin biiyiik

cogunlugunu polifenol ailesi olusturmaktadir. Fenolik asitler, flavanoidler, prosyaninler,
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antosyaninler, tanenler gibi dogadan dogrudan bala niifuz edereck balin antioksidan,
antiinflamatuar, antimikrobiyal gibi biyoaktif kapasitesini belirleyen yegane faktorlerdir
(Gregoris ve Stevanato 2010; Pascoal vd., 2014). Bunlarin ¢esidi ve miktar1 tamamen balin
toplandig1 floraya bagl degismektedir ve koyu renkli ballarin(kestane, piiren gibi) yiiksek
fenolik kompozisyona sahip oldugu rapor edilmektedir (Alqarni vd., 2016; Can vd., 2015;
Kaygusuz vd., 2016).

Balin ¢ok iyi antimikrobiyal ajan olup bu konuda bilimsel olarak yayimlanan ilk
makale Van Ketel vd., (1892) tarafindan yapilmistir. Daha sonra dilue edilmis balin 1. Diinya
savasinda Rus askerlerinin tedavisinde kullanildigi Sackett (1919) tarafindan kaleme
almmigtir. Daha sonra deneysel hayvan calismasinda 1sil islem gormemis balin yara
tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir (Bergman, 1983). Daha sonraki galismalar ile balin
antimikrobiyal aktivitesinin inhibisyon mekanizmasi aydinlatilmig (White vd., 1962; White
vd., 1963; Russel, 1983). Balin antimikrobiyal aktivitesinde etkileyen temel dort faktor
bulunur ve bunlar balin pH’1 osmolaritesi, glukoz oksidaz kaynakli hidrojen peroksit igerigi
ve bilesiminden bulunan cesitli sekonder metaboliteridir. Bu metabolitlerin biiyiik
cogunlugunu fenolik bilesikler (fenolik asitler, flavanoidler, pro ve antosyaninler, tanenler)
ve organik asitler, amino asitler, vitaminler vb ajanlar olusturmaktadir (Al-Mamary ve Al-
Meeri Al-Habori, 2002). Bal ayrica enfeksiyonlarin ¢abuk temizlenmesi, yaralardan 6lii
dokularin ve yabanci maddelerin ¢abuk uzaklastirilmasi, inflamasyonun hizli baskilanmasi
yara ve yara izinin hizli azalmasi, yeni damar olusumu, doku graniilasyonu ve epitelyum
gelismesinin uyarilmasini saglamaktadir (Al-Mamary ve Al-Meeri Al-Habori, 2002;
Abdelatif vd., 2008). Yapilan bir ¢alisma Manuka balinin kronik yaralarin tizerinde yara
tyilesmesini hizlandiric1 etkisi oldugunu gostermistir (Bakhotmah ve Alzahrani, 2010.,
Packer vd., 2012). Giiniimiize kadar yapilan yiizlerce arastirmada balin anti-mikrobiyal
etkinlige sahip bir karisim oldugu ve pek ¢ok patojenik bakterilere karsi etkinligi oldugunu
bildirilmistir (Allen vd., 1991; Cooper vd., 2002; Estevinho vd., 2008; Namias, 2003;
Keenan vd., 2012). Balin enfeksiyoz gram negatif pek cok tiirden bakteriye kars1 giiglii bir
antibiyotik etki gosterdigi ve 6zellikle mide enfeksiyonlarina karsi1 Helico bacter pylori ye
kars1 etkin oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Namias 2003; Keenan vd., 2012).

Enfeksiyon ve doku hasarlarina viicudun tepkisi enflamasyon olarak bilinir ve olugan
hasarin ya da yaranin tedavisinde kullanilan ilaglara anti-inflamatuarlar adi verilmektedir
(Molan, 2012). Farmasétik anti-inflamatuar ilaglarin kullanimi oldukg¢a yaygindir fakat yan

etkileri nedeniyle cok fazla tercih edilmemektedirler. Balin monositik hiicrelerden
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sitokinlerin stimulasyonunu artirarak anti-inflamatuar etki nedeniyle yaralarin iyilesmesinde
etkili rol oynadigi bildirilmistir (Tonks vd., 2003; Nasuti vd., 2006). Bal giiglii anti-
inflamatuar etkili bir ajan olup yara iyilesmesinde rolii, antioksidan etkisi, bakteriyel
enfeksiyonlara karsi etkisi, immun sistemi giiclendiren etkisi gibi pek ¢ok bilinmeyen
etkileriyle birlikte iyi bir antiinflamatuar ajan olarak kabul edilmektedir (Molan, 2012;
Motallebnejad vd., 2008).

1.5.2. Polen

Bitkilerin polenlerinin histolojik yapilar1 farkli olup bu palinolojik arastirmalar ve
ozellikle balin otantik yapisinin belirlenmesinde kullanilan bir indikatordiir (Louveaux
vd.,1978; Wroblewska ve Erneststawiarz, 2004).

Bir gida maddesi olmasi yaninda polen iceriginde bulunan cesitli flavanoidler ve
fenolik asitlerden den dolay1 antioksidan, anti-inflamatuar, antitumoral olarak 6nemli etkiye
sahip dogal karigim olarak oOzellikle bal ile birlikte tiiketilmesinin immiin sistemi
giiclendirecegi bildirilmektedir (Aliyazicioglu vd., 2005; Yildiz vd., 2013 A; Yildiz vd.,
2013 B). Arni polenin ekstraklariin gogiis kanserine karsi etkili oldugu (Omar vd., 2016),
antiinflamatuar, antimutajenik, antimikrobiyal etkiye sahip oldugu yapilan c¢aligmalarda

gosterilmektedir (Pascoal vd., 2014).

1.5.3. Propolis

Propolisin ¢ok iyi bir farmosétik ajan oldugu ve yiiksek antioksidan, antimikrobiyal,
anti-timoral ve anti-inflamatuar gibi multifonksiyonel etkinligi ile gelecekte sentetik
ilaglarmin yerini alacagi bildirilmektedir (Ahn vd., 2007; Alencar vd., 2007; Gregoris vd.,
2010; Campos vd., 2014).

Tiirk propolisi ile yapilan bir ¢alismada propolis'in deney hayvanlarinda endotel
hiicrelerini korudugu bildirilmistir (Darendelioglu vd., 2016), gogiis kanser hiicresine karsin
korudugu (Aliyazicioglu vd., 2005) belirtilmistir. Gittik¢ce artan popiilaritesi ile propolis,

cesitli propolis ekstraktlari, haplar1 ve spreyleri ile piyasada yer edinmektedir.
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1.5.4. An Siitii

Ari siitli pek ¢ok bilim insaninin dikkatini ¢gekmis 6nemli bir ar1 tirtintidiir (Morita vd.,
2012). Bilim adamlarmnin insanlar tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada her giin 3,0 g ar1 siitiinii
alt1 ay boyunca saglikli goniillillere vermigler ve ar1 siitii verilen bireylerde alyuvar
yapiminda, glukoz tolerans testinde ve sinir sisteminde kontrol grubuna gore anlamli
farklilik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 ¢calismada dehidroepiandrosteron siilfat (DHEA-S)’ nin
testosteron (T) ‘ye doniisiimiinde hizlanma oldugunu yani ar siitiiniin fertilizasyonda etkili
olabilecegi bildirmisler.

Apimisin ve Royalisin olarak adlandirilan iki biyoaktif bilesen olan temel proteinlerin
ar1 immunoregulator rolleri oldugu bildirilmektedir (Liu vd., 2008). An siitiine spesifik
onemli bir yag asidi olan trans-10-hidroksi-2-dekanoik asit (10-HDA' nin ar1 siitiiniin
biyolojik aktif degerinden sorumlu 6nemli bir bilesen oldugu ve anti-tiimor, antibakteriyal
ve immuno sistemi diizenleyici rolii oldugu bildirilmektedir (Liu vd., 2008; Ramadan ve Al-
Ghamdib., 2012). Ar siitiiniin antioksidan, sinir sistemini diizenleyici, kanda seker ve
kolesterolii diisiiriicii, karacigeri koruyucu, tansiyonu diisiiriicli ve kan basincini diizenleyici,
anti-tumor, antibiyotik, anti-inflamatuar, bagisiklik sistemini diizenleyici, anti alerjik, genel
tonik ve anti-aging gibi farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmektedir (Pavel vd.,
2011).

1.5.5. An1 Zehri

Armin temel olarak fiziksel savunma mekanizmasini olusturmakla birlikte icerdigi cok
sayida bilesigi ile biyolojik aktivitesinin oldukga yiiksek oldugu bildirilmektedir (Sobral vd.,
2016). Ar1 zehri uzun yiizyillar Uzak Dogu’da (oriental medisin), tendonit, bursitis, romatoid
artrit gibi ¢esitli inflamasyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmigtir (Billingham vd.,
1973). Apiterapik olarak ar1 zehrinin en yaygin kullani1ldig1 alanlar romatizmal hastaliklarin
tedavisinde kullanilmasi (eklem agrilari, sirt agrilari ve arteritler) ve akupunktur ajani olarak

sinir sistemini harekete geciren bir uyarici olmasi dikkat cekmektedir (Sobral vd., 2016).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Calismada Kullanilan Cihaz ve Geregler

Yapilan analizlerde kullanilan cihazlarin marka/modelleri tablo 4’ te gosterildigi

gibidir.

Tablo 4. Kullanilan Cihaz ve Geregler, Marka/Modelleri

Cihaz Adx Marka/Model

UV-VIS Thermo Scientific Evolution™ 201, UV-VIS
Spektrofotometre Spectrophotometer, USA

pH metre Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland
Hassas Terazi Presica LX 320 A, Dietikon, Switzerland

Saf Su Cihazi Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seoul, Korea
Vorteks Karistirici Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA.
Etiv Niive, EN 400, Ankara, Tiirkiye.

Magnetik Karistirict Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Germany.
Karistirict Su Banyosu Niive, ST 402, Ankara, Tiirkiye.

Yar1 Otomatik Pipetler Eppendorf Research® Plus Hamburg, Germany
Calkalayici Heidolph Promax 2020, Schwabach, Germany
Filtre Whatman spartan 13/ 0,45 RC, Dassel, Germany

2.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Yapilan analizlerde kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin satin alindigi firma

tablo 5’te gosterildigi gibidir.



20

Tablo 5. Kullanilan Kimyasallar ve Kimyasallarin Satin Alindig1 Firma

Kullanilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Gallik Asit
Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi
Na.CO3
NH4CH3COO
AlI(NO3)3
Kuersetin

HCI

TPTZ

FeCls
NaCH3C0O0.3H20
DPPH Reaktifi

Troloks"

Hyaluronidaz (400-1000 U/mg)
Hyaluronik Asit Sodyum Tuzu
Streptococcusequi

NaH2PO4

NaHPO4.2H,0

Bovine Serum Albumin
NazPO4

NaCl

Asetik Asit

ABTS

K2S208

Metanol-LC Saflikta

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Lancaster, Morecambe, England

Merck, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Merck, Darmstadt, Germany

2.3. Cozeltiler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve bu ¢o6zeltilerin hazirlaniglar1 tablo 6’

gosterilmistir.

da
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Tablo 6. Kullanilan Cozeltiler ve Cozeltilerin Hazirlanislar

Toplam Fenolik Madde Tayini I¢in

0,5 N Folin 2 N Folin reaktifinden 1:4 oraninda saf suyla seyreltildi

Ciocalteu ve kullanildi.

%10’luk Na,COs 10 g Na2CO3 90 mL suda ¢6ziildii balon jojede saf suyla
100 mL’ ye tamamlandi.

GallikAsit Metanolle hazirlanan stok ¢ozeltiden, 1-0,5-0,25-

(2 mg/mL) 0,125-0,0625- mg/mL olacak sekilde metanolle

seyreltilerek hazirlandi.

Toplam Flavonoid Madde Tayini Icin

1 M NH4CH3COO 7,7 g NH4CH3COO 100 mL saf suda ¢oziildii.

%10 AI(NO3)3 10 g AI(NOz3)3 100 mL saf suda ¢6ziildii.

Kuersetin Metanolle hazirlanan stok ¢ozeltiden, 0,5- 0,25- 0,125
(2 mg/mL) -0,0625-0,03125 mg/mL olacak sekilde metanolle

seyreltilerek hazirlandi.

Demir (III) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ -FRAP I¢in

HCI (40 mM) Yaklasik 20 mL saf suyun tizerine % 37’lik HCl’den
340 upL ilave edildi ve saf suyla 100 mL’ye
tamamlanda.

TPTZ (10 mM) 234,249 mg TPTZ stok maddeden tartildi, 75 mL
mM’lik HCI i¢inde ¢oziildi.

FeClz (20 mM) 324,4 mg FeClz destile suda ¢oziiliip son hacim 100
mL’ye tamamlandi.

Asetat Tamponu 2,325 g NaCH3COO.3H20 iizerine 12 mL glasiyel

(300 mM, pH 3,6) asetik asit ilave edildi. 750 mL’ye saf suyla
tamamlandi.

FRAP Reaktifi 300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM

FeCls (10:1:1) oraninda karistirilarak taze hazirlandi.
Troloks®(1000uM) 25,31 mg troloks metanolle 100 mL’ ye tamamlandi.
Metanolle 500, 250, 125, 62,5 uM’ a seyreltildi.

40
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Tablo 6’ nin devami

DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi I¢in

DPPH Reaktifi 100 mL’si igin; 3,94 mg DPPH tartildi, 90 mL

(0,1 mM) metanolde ¢6ziildi ve metanolle 100 mL’ye
tamamlandi.

Troloks®(0,02 10 mg troloks 10 mL metanolde ¢oziiliirek stok

mg/mL) ¢ozeltisi hazirlandi. 0,02 mg/mL’lik ara stok ¢ozelti

metanolle seyreltilerek kullanildi.

ABTS Radikal Temizleme Aktivitesi i¢in

ABTS Reaktifi (7 mM) 10 mL ¢ozelti igin; 38,41 mg ABTS tartilir, 10 mL saf suda
¢Ozilir.

K2S20sg (2,45 mM) 10 mL ¢ozelti i¢in; 6,62 mg potasyum persiilfat tartilir, 10 mL
saf suda ¢oziiliir.

Fosfat Tamponu (5 mM, 500 mL ¢ozelti i¢in; 0,215 g NaHPOs; ve 0,152 ¢

pH 7,4) NaH2PO4.2H0 tartilarak ayni reaktif kabinda yaklagik 400 mL
saf suda coziliir. Seyreltik kuvvetli asit ya da baz (seyreltik
HCI ya da NaOH) ile pH 7,4’e ayarlandiktan sonra yine saf

suyla hacmi 500 mL’ye tamamlanir.

Hyaluronidaz inhibisyonu icin

Hyaluronidaz (1,67 U) Enzim su ile ¢oziilerek 1,67 U olacak sekilde 50 mL
hazirlandi.

Hyaluronik asit Fosfat 20 MM pH 7 olan fosfat tamponuna %0,01 BSA icerecek

tamponu (pH 7,20 mM )  sekilde BSA eklendi, son hacim 100 mL hazirlandi.
0,3 M, pH 5,35 olan NasPOs igerisine %0,01 olacak sekilde
hyaluronik asit sodyum tuzu eklendi, son hacim 100 mL’ ye
tamamlanda.

24 mM NaCHsCOO + 79 mM CH:;COOH pH 3,75%e
Asetat Tamponu (pH

) ayarlandi, tlizerine % 0,1 g BSA eklenerek 1000 mL’ye
3,75

tamamlanda.
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2.4. Numunelerin Temini ve Saklama Kosullari

Her bir bal 6rneginden 3’er adet olmak tizere kestane bali Karadeniz Bolgesi’nden,
piren bali ve ¢am bali Mugla ve Canakkale illerinden, mese bali Kirklareli ilinden,
karabugday bali ise Konya ilinden temin edildi.

Polen 6rnekleri ise tam monofloral 6zellikte olmayip, agirlikli olarak bolgeyi temsil
etmesi bakimindan Anzer yoresi poleni, Balikesir poleni ve karisik yayla gigcek poleni
(Erzurum ydresi) olarak ¢alisildi.

Propolis 6rnekleri ise ii¢ farkli bolgeden (Trabzon, Kars ve Balikesir) temin edildi.

Ar1 siitii numuneleri Zonguldak An Yetistiricileri Birligi (ZAYBIR) tarafinca temin
edildi. 2014 yili Nisan-May1s ayinda liretilecek ar1 siitii ¢alismada kullanilda.

Ar zehri 6rnegi sadece Zonguldak Birlik Baskanligi tarafindan arastirma amacli temin
edilmistir.

Toplanan bal ve propolis 6rnekleri kuru ve serin bir yerde saklanirken, polenler +4
C’de muhafaza edildi. Ar1 zehri aligotlar (kisimlar) halinde derin dondurucuda saklandi.

Bal ornekleri antioksidan analizler i¢in metanolik ekstraktlar halinde hazirlanirken
polen 6rnekleri sulu ¢ozelti halinde hazirlandi ve 24 saat boyunca oda sicakliginda magnetik
karistirict  kullanarak ¢alkalandi. Bu siire sonunda numuneyi mevcut olast kati
partikiillerden, safsizliklardan kurtarmak icin ekstrakt, dnce adi siizge¢ kagidindan, sonra
mavi banttan siiziildii. Ekstraktlar, son hacmine tamamlanarak buzdolabinda muhafaza
edildi.

Dondurulmus ve 6giitiilmiis propolis 6rneklerinin etanol ile 24 saat siire ile magnetik
kanistiricida ekstraklar1 hazirlandi, mavi banth siizge¢ kagidi ile siiziildii ve sliziinti
evaparatdrde ucurulduktan sonra ekstrak kontrollii olarak etanolde ¢oziildii ve analiz i¢in
hazir hale getirildi.

Ham ar1 zehri liyofilize edildikten sonra tuzlu su (% 0.9) NaClI de ¢oziildii ve belirli
bir konsantrasyonda hazirlandi. Hyaluronidaz enzim inhibisyonu i¢in ise numuneler sulu

ekstrakt halinde hazirlanmustir.
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2.5. Antioksidan Analizler

2.5.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayininde Slinkard ve Singleton., (1977) metodu kullanildi.
Tayinin esasi, fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip
kendilerinin oksitlenmis forma doniistiigii bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin-
Ciocalteu ayraci burada oksitleyici bilesik olarak rol alir. Reaksiyon sonucunda olusan
kompleksin renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantili olup, 760
nm’de absorbans verir. Boylece analizi yapilan Ornekteki fenolik bilesiklerin toplam
miktarlarinin hesaplanmasi miimkiin olmaktadir.

Standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir bilesik olan gallik asit standardi
kullanildi (Singleton ve Rossi, 1965). Gallik asidin metanolle farkli konsantrasyonlar1 (1;
0,5;0,25;0,125;0,0625; 0,03125 mg/mL) hazirlanip, absorbanslar1 okundu. Konsantrasyona
kars1 absorbans degerleri ile grafik ¢izildi. Cizilen grafige gore ekstraktlarin toplam fenolik
madde miktar1 bulundu. Numunenin 100 gram1 basina, mg gallik asit esdegeri (GAE) [mg
GAE /100 g numune] fenolik madde miktari olarak bulundu. Yapilan ¢alismadaki pipetleme
islemi tablo 7 deki gibidir.

Tablo 7. Toplam Polifenol Tayininde Yapilan Pipetleme Islemi

Kor Standart Numune
Distile su 700 pL 680 puL 680uL
Standart (Degisik
konsantrasyognlarda) ) 20 uL .
Numune - - 20 uL
0,5 N Folin Reaktifi 400 puL 400 puL 400 puL

Tiipler vorteks ile karistirilir ve 3 dakika sonra

%10 Na,COs 400 pL 400 pL 400uL

2 saat inkiibasyondan sonra 760 nm'de kdre kars1 absorbans okunur.
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2.5.2. Toplam Flavonoid Madde Tayini

Fenolik bilesiklerin bir alt sinifi olan flavonidlerin toplam olarak tayini i¢in 6nceden
hazirlanmis olan ekstraktlar kullanildi. Standart olarak kuersetinin farkli konsantrasyonlari
(0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625 mg/mL ) hazirlanip absorbans degerleri
okundu. Konsantrasyona karst absorbans degerleri ile grafik c¢izildi. Cizilen grafige gore
ekstraklarin toplam flavonoid madde miktar1 belirlendi, seyreltme faktorleri de dikkate
alinarak asil numunenin mg QAE (Kuersetin esdegeri)/ 100 g numune olarak flavonoid

madde miktar1 bulundu. Yapilan ¢caligmada pipetleme islemi tablo 8” deki gibidir.

Tablo 8. Toplam Flavonoid Tayininde Yapilan Pipetleme Islemi

Kor Renk Standart Numune
Korii

Numune Degisen konsantrasyonlarda - 05mL - 0,5mL
Standart Degisen Konsantrasyonlarda (0,5-0,25- - - 05mL -
0,125-0,0625-0,03125-0,015625 mg/mL)
Mutlak Metanol 4,8 mL 45 4,3 4,3
%10 AI(NOs)3 0,1 mL - 0,1 0,1
1 M NH4CH3COO 0,1 mL - 0,1 0,1

40 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir ve 415 nm’de absorbans okunur.

2.5.3. Demir (III) indirgeme Antioksidan Gii¢c (FRAP) Tayini

Yontem, Fe(Il)-TPTZ (2,4,6-tris (2-piridil)-S-triazin) kompleksinin antioksidanlar
varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(II)-TPTZ olusturmasi ve bu kompleksin
593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Benzie ve Strain, 1999).
FRAP yontemi nispeten basit bir yontem olup, kolaylikla standardize edilebilmektedir.

Calisma egrisi i¢cin FeSO4.7H>0 ¢ozeltisinin degisen konsantrasyonlari (31,25-62,5-
125-250-500-1000 uM) kullanilarak ¢aligma egrisi hazirlandi. 100 pL numune iizerine 3 mL
FRAP reaktifi [300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCls (10: 1: 1)]
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eklendi. 4 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar okundu. Sonugclar ayni1 sartlarda test edilmis
standart FeSO4.7H,0 ile karsilastirilmali olarak bulundu ve pM FeSO47H20 esdegeri
antioksidan gii¢ olarak ifade edildi. Pipetleme islemi tablo 9° daki gibidir.

Tablo 9. FRAP Tayininde Yapilan Pipetleme Islemi

Test Renk
KorwmeoH FeSO47H20
(Numune) Koriiveon)
FRAP Reaktifi 3mL 3mL - 3mL
Numune - 100 uL 100 uL -
FeSO47H20 ¢ozeltisi - - - 100 uL
Saf Su - - - -
Metanol 100 uL - 3mL -
4. dakikada 593 nm’de absorbans okunur.
Renk Kortest(met) : Metanolde ¢6ziinen numune i¢in renk korti

2.5.4.DPPH* Radikalini Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPHe radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal
olup analizlerde satin aliman bu radikalin 100 pM’lik metanolik ¢o6zeltisi kullanildi.
Metanolik ekstraktlar, kendi ¢oziiciileri ile seyreltilerek farkli ve uygun konsantrasyonlarda

hazirlandi.

Tablo 10. DPPH Yé6ntemi Igin Yapilan Pipetlemeler

Numune Reaktif Numune
Tiipii Tipii Tiipi
Numune (Degisik konsantrasyon) 750 uL - 750 uL
Metanol 750 puL 750 puL -
DPPHe (100 uM) - 750 uL 750 uL

50 dk. siire sonunda 517 nm’de absorbans okunur.

Esit hacimde (750 uL) DPPHe- radikal ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltileri karistirilip oda
sicakliginda 50 dakika inkiibe edildi. Bu siire sonunda DPPHe radikalinin mor menekse rengi

acildi ve DPPHe radikalinin maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu.
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Tanik olarak DPPHe radikal ¢ozeltisi ve metanol kullanildi. Bulunan absorbanslara kargilik
gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek SCso degerleri hesaplandi. Pipetleme islemi tablo

10’da gosterilmistir.

2.5.5. ABTSe Radikalini Temizleme Aktivitesi Tayini

ABTSe radikali (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)), ticari olarak satin
alinabilen bir kimyasaldir. Bu reaktifin 7 mM konsantrasyonu 2,45 mM potasyum persiilfat
cozeltisi igerisinde (2:1) oraninda ¢6ziildii ve deney Oncesi 12-16 saat karanlikta, oda
sicakliginda tutuldu. Hazirlanan bu reaktifin optik yogunlugu 734 nm’de 0,7 absorbans
olacak sekilde 5 mM pH 7,4 fosfat tamponu ile seyreltildi. Seyreltilen reaktifin 2 mL’si ile
20 pL numune ekstrati karistirildi, 5 dk sonrasinda 734 nm’de saf suya karsi okundu.

Calisma pipetleme prosediirii tablo 11°deki gibidir.

Tablo 11. ABTS Yo6ntemi Igin Yapilan Pipetlemeler

Numune Reaktif Numune
Tiipii Tiipii Tiipii
Numune (Degisik konsantrasyon) 20 uL - 20 uL
Metanol 2 mL 20 uL -
ABTS- - 2mL 2mL

5 dk siire sonunda 474 nm’de absorbans okunur.

2.5.6. SCso0 Degerlerinin Bulunmasi

SCso (Scavenger Concentration) degeri, radikal miktarinin yarisini temizleyen numune
konsantrasyonuna verilen isimdir. SCso degerinin bulunmasi igin farkli konsantrasyonlarda
calismak gerekir. Bu nedenle ¢alismalarda alt1 farkli konsantrasyonda (her numune i¢in
degisir) ol¢iim yapildi. Analizde standart olarak Troloks® kullanildi. Elde edilen
absorbanslar konsantrasyona kars1 grafige gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina
karsilik gelen konsantrasyon miktar: ile SCso degeri elde edildi ve sonuclar mg/mL ya da

g/mL cinsinden hesaplandi.
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2.7. Enzim inhibisyonu

2.7.1. Hyaluronidaz inhibisyonu

Metot, hyaluronidaz enziminin hyaluronik asidi par¢alamasi sonucu olusan bulaniklik
Olciimiine dayanmaktadir. Bu c¢alismada spektrofotometre yontemi kullanildi. Her
numunenin inhibitor aktivitesi Sigma protokoliinde kiiciik bir degisiklik yapilarak ve bagka
bir referans yontemle birlestirilerek belirlendi (Yahaya and Don, 2012). Numuneler, sulu
ekstrakt olarak hazirlandi. Yeterli miktarlarda tartilan numunelerin iizerine belirli
miktarlarda destile su ilave edilerek numune ekstraktlar1 24 saat siireyle oda sicakliginda
calkalandi. Siire sonunda sulu ekstraktlar, siizgec kagidindan gegirilerek berrak hale getirildi,

son hacmine tamamland1 ve analizde kullanilmak tizere buzdolabinda saklandi.

Tablo 12. Hyaluronidaz inhibisyonunda Yapilan Pipetleme islemi

Kor Test (numune) Standart
Enzim 100 pL 100 pL 100 pL
Fosfat tamponu pH 7 100 puL 100 uL 100 puL
Numune ekstrakti (veya standart) - 25uL 25 uL
(Degisik konsantrasyon)
Numune veya standart ¢oziiciisii 25 ulL - -

Karistiric1 Su Banyosunda 10 dk 37 °C Inkiibasyon

Substrat pH:5,35 100 uL 100 puL 100 puL
Karistirict Su Banyosunda 40 dk 37 °C Inkiibasyon
Asetat Tamponu (pH:3,75) 1mL 1mL 1mL

10 dk Oda Sicakliginda inkiibasyon
1 dk 100 °C’ de Reaksiyonu Durdurma
2 dk Sogutma

600 nm’ de saf suya kars1 okunur.

Hyaluronidaz enzimi ve substratt olan hyaluronik asit, ticari olarak satin alind.
Calisma sirasinda 1,67 U’ lik hazirlanan enzim ¢ozeltisinden 100 pL, tizerine pH 7 olan
fosfat tamponundan 100 pL koyuldu. Uzerine 25 pL numune eklendikten sonra 37 °C’de 10
dk inkiibasyona birakildi. Ardindan %0,01 Hyaluronik asit sodyum tuzu i¢eren pH 5,35 teki
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NasPOs ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C’de 40 dk inkiibasyon sonunda son pipetlemeler yapildi.
Reaksiyonu durdurmak numuneler i¢in kaynar su banyosunda 1 dk bekletildi. 600 nm’ de
absorbanslar saf suya kars1 okundu. Hyalorunidaz enziminin anti-aktivitesi % Inhibisyona
kars1 konsantrasyon grafiginin logaritmik olarak ¢izilmesiyle hesaplandi. Yapilan pipetleme

islemi tablo 12’ de gosterildigi gibidir.

2.8. 1Cs0 Degerlerinin Bulunmasi

ICso degeri, enzim konsantrasyonunun yarisint inhibe eden numune
konsantrasyonudur. Bu degerin bulunmasi igin farkli konsantrasyonlarda (her numune i¢in
degisiklik gosteren alt1 farkli konsantrasyonda) dl¢tim yapildi. Numunelerin uygun ve farkl
konsantrasyonlari hazirlanip absorbans 6lgiimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona
kars1 logaritmik olarak grafige gegirildi. Maksimum inhibisyonun yarisina karsilik gelen
konsantrasyon miktar1 ile ICso degeri belirlendi ve sonuglar mg/mL ya da g/mL cinsinden

hesaplandi.

2.9. Istatistik Calismalar

Her bir 6rnek i¢in en az 3 ayr1 testin uygulandigigaligmada degerler aritmetik ortalama
ve standart sapma olarak hesaplandi. Biyolojik aktivite yoniinden ballar arasinda ve diger ar1
tirlinleri arasinda anlamlik farkliklar olup olmadigi Non-Parametrik Test Kruskal Wallis
Testine gore ve Pearson Korelasyon Testleri ile SPSS-istatistik program kullanilarak
(p<0,05) diizeyinde belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Antioksidan Test Sonuc¢lar
3.1.1. Toplam Polifenol Miktar1 Tayini

Test i¢cin numune ekstraktlar1 hazirlanip gerekli seyreltmeler yapildi. Toplam fenolik
madde tespiti i¢in gallik asit (GA) standardi kullanildi ve kalibrasyon grafigi i¢in degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltiler i¢in gerekli pipetlemeler yapildi. Dik
koordinat sisteminde x eksenine konsantrasyon degerleri ve y eksenine 760 nm’de okunan
absorbanslar yazilarak kalibrasyon grafigi olusturuldu. Calisma grafiginde konsantrasyon ve
absorbans degerleri dogru orantili oldugu i¢in dogrusal grafikte y=1,6948x+0,0191
denklemi elde edildi (Sekil 3). Bu denklem kullanilarak 100 g numunenin igerdigi fenolik

madde miktar tespit edildi.

Toplam Polifenol Kalibrasyon Grafigi
1,8

1,6
1,4
1,2

y=1,6948x + 0,0191
R?=0,9998

0,8
0,6
0,4
0,2

760 nm'de absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3. Toplam Fenolik Madde Miktar1 i¢in Kalibrasyon Grafigi

Ballarin toplam polifenol miktarlar1 40 ile 95 mg GAE/100 g numune arasinda
degistigi ve kestane ve pliren ballarinin en yiiksek degere sahip oldugu belirlendi. Ballarin
toplam fenolik madde miktarlar1 kestane>piliren>mese>karabugday>¢am olarak siralandi.

Calismada ti¢ farkli bolgeden (Balikesir, Rize, Erzurum) toplanan polen 6rneklerinin
sulu ekstraktlar1 hazirlandi. Yapilan test sonucunda en yiiksek fenolik igerigin Rize Anzer

polenine ait oldugu ve en diisiik igerigin ise Balikesir yoresine ait oldugu belirlendi.
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Propolis orneklerimiz i¢in Kars, Trabzon, Balikesir yorelerinden toplanan
numunelerin etanolik ekstraktlar1 hazirlandi ve toplam fenolik miktar1 tayin edildi. En
yiiksek fenolik igerigin Balikesir propolisine ait oldugu belirlenirken en diisiik igerik
Trabzon numunelerinde tespit edildi.

Zonguldak yoresine ait ti¢ farkli tiirde ar1 siitii 6rnegi ¢alisildi. Ar siitlerinin toplam
fenolik madde miktarlarinin bal, polen, propolis’e gore ¢ok diisiik ve birbirlerine ¢ok yakin
degerde (13 ile 15 mg gallik asit /100 g) oldugu belirlendi.

Ar1 zehri miktarimiz ¢ok az miktarda oldugu i¢in fenolik miktar1 tespit edilemedi.

3.1.2. Toplam Flavonoid Miktar1 Tayini

Gerekli seyreltmeleri yapilmis ekstraktlarimizin toplam flavonoid miktarini tespit
etmek i¢in kuarsetin standardi kullanildi ve kalibrasyon grafigi icin metotta belirlenen
pipetlemeler yapildi. Dik koordinat sisteminde x eksenine konsantrasyon degerleri ve y
eksenine 415 nm’de okunan absorbanslar yazilarak kalibrasyon grafigi olusturuldu. Calisma
grafiginde konsantrasyon ve absorbans degerleri dogru orantili oldugu i¢in dogrusal grafikte
y=5,355x+0,0136 denklemi elde edildi (Sekil 4). Bu denklem kullanilarak 100 g numunenin
icerdigi flavonoid madde miktari tespit edildi. Calisilan numunelerin flavonoid test sonuglari

tablolarda gosterilmistir.

Toplam Flavonoid Kalibrasyon Grafigi

S s
[
§ 8 4 y =5,355x + 0,0136
o 8 R?=0,9999
353
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C ©
=t
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Kuarsetin Konsantrasyonu (mg/ mL)
Sekil 4. Toplam Flavonoid Miktar1 Igin Kalibrasyon Grafigi

Ballarin flavanoid miktarlar karsilastirildiginda. 1.20 mg ile 10.14 mg Kuersetin/100

g numune arasinda degisen miktarlarda oldugu tespit edildi. Mese ve kestane ballarinin
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yiiksek flavanoid madde miktarina sahip ballar oldugu belirlendi. Polen numunelerinde en
yiiksek icerik Anzer poleninde ve propolis numunelerinde en yiiksek flavonoid igeriginin
Balikesir propolisinde oldugu belirlendi.

Arn siitii ve ar1 zehirinde degerler 6l¢iim araliginin disinda oldugu igin flavonoid

miktari tespit edilemedi.

3.1.3. FRAP Tayini (Demir III indirgeme Potansiyeli)

Tayinde Fe (III) iyonlarinin antioksidan varliginda Fe (II) iyonlarina indirgenmesi
metodu kullanildi. Metanolik ekstraktlari hazirlanmig numunelerin kalibrasyon grafigindeki

araliga girebilmesi i¢in 6n denemeler ve gerekli seyreltmeler yapildi.

FRAP Tayini Kalibrasyon Grafigi

0,6
y =0,0005x - 0,0031
0,5 R?=0,9999
0,4
0,3
0,2

0,1

593 nm'deki absorbans

0 200 400 600 800 1000 1200
FeSO,.7H,0 (uM )

Sekil 5. FRAP tayini i¢in kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafigi icin FeSO4.7H20 c¢ozeltisi standart olarak kullanildi ve ¢alisma
grafiginde y=0,0005x-0,0031 denklemi olusturuldu (S$ekil 5). Calisilan 6rneklerin FRAP
degerleri tablolardaki gibidir.

FRAP testi sonucunda bal, polen ve propolis numunelerinin en yiiksek ve en diisiik
degerlerinin fenolik ve flavonoid miktari ile iliskili oldugu belirlendi. Ar siitlerinin fenolik
iceriklerinin ¢ok diisiik olmasina karsilik demir (III) indirgeme potansiyelleri yliksek
bulundu (44,21-55,05 aralig1). Bunun anlami ar siitiiniin antioksidan kapasitesinin sadece
polifenolerden degil, yapisinda bulunan protein, kisa peptitler ve kisa zincirli hidroksi yag

asitlerinden kaynaklanmasidir. Ar1 zehri i¢in herhangi bir sonug elde edilemedi.
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3.1.4. DPPH- Temizleme Aktivitesi

Ticari olarak satin aliman DPPH® (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dogal (iiriinlerin
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Gerekli
pipetlemelerin ardindan 517 nm’de okunan absorbans degerleri artan konsantrasyona
karsilik y eksenine gegirilerek bir grafik olusturuldu. Bu grafikten yararlanilarak maksimum
absorbansi yariya diisiiren numune konsantrasyonu SCsg olarak adlandirildi. Yiiksek SCso
degeri diisiik antioksidan kapasiteyi belirtir. Asagidaki tablolarda (tablo 13 ve tablo 14) da
goriildiigli gibi diger antioksidan test sonuglar ile radikal temizleme sonuglari paralellik
gostermektedir. Buna gore ballarda en diisiik degerin mese balinda oldugu goriiliirken en
yiiksek antioksidan kapasiteyi mese balinin gosterdigi sdylenebilir.

Polen orneklerinde en diisiik degerin Anzer balinda oldugu goriilmektedir ve sonug
olarak polen numunelerinde en yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir sonucuna varilabilir.
Propolis numuneleri bal ve polenle kiyaslandiginda ¢ok daha yiiksek antioksidan
kapasitelerinin oldugu goriilebilir. Yapilan calismalara gore art siitii i¢in SCso degerlerinin
78-90 mg/mL arasinda oldugu belirtildi. Diger testlerde oldugu gibi bu testi de ar1 zehrinde
deneyemedik.

3.1.5. ABTS- Temizleme Aktivitesi

DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali gibi ABTS: ((2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) radikali de ticari olarak satin alinarak kullanildu.
Yontem,2.2”  —azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonikasit)) (ABTS)’in  persiilfatla
oksidasyonuyla ~ ABTS'radikali olusturmasina dayanir. Olusan radikal antioksidan
varliginda indirgenir ve absorbans okunur.

Daha onceden belirtilen pipetlemelerden sonra 734 nm’de okunan absorbans
degerleri ve artan numune konsantrasyonlar1 ile (DPPH testinde oldugu gibi) grafik
olusturuldu ve numunelerin SCsg degerleri hesaplandi. Siralamada kiiciik farklar olsa

sonuglarin genelinde DPPH" testi ile paralellik tespit edildi.



Tablo 13. Ballarin Antioksidan Sonuglari
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Bal TFM TF FRAP DPPH ABTS
Numuneleri (mgGAE/100 | (mg QE/100g | (umolFeSOs.. SCxo SCxo
g numune) numune) 7H,0O/100¢g (mg/mL (mg/mL)
/numune)
Kestane bali | 84,91+11,44% | 5,53£1,20° | 440+22,00° 28,20+1,04° | 22,50+2,20°
Piiren balt 82,45+5,80° | 2,40+0,85" 370+14,50° 32,10+4,50° | 35,50+3,44°
Mese bali 68,23+12,76" | 10,14+4,77° | 670+42,30° 14,10+£5,40° | 18,58+3,88°¢
Cam bali 50,00+4,30° | 1,20+0,32¢ 340+32,10° 62,05+8,10¢ | 42,12+6,10¢
Karabugday 58,3242,50° | 1,35+0,030¢ | 360+10,41° 41,20+1,40° | 48,07+1,33¢
bali
abede degerleri anlamli olarak farklidir.
Tablo 14. Polenlerin Antioksidan Sonuglari
Polen TFM TF FRAP DPPH SCso | ABTS SCso
Numuneleri | (mgGAE/g) | (mgQE/qg) (uM FeSO4 | (mg/mL) (mg/mL)
7H>0/1000)
Balikesir P. | 23,20+1,20° | 4,80+1,50° | 41804407 1,40£0,50° | 2,58+0,50°
Anzer P. 46,40+1,05° 8,14+1,22° 4720+50° 1,20+0,30? 2,11+0,30?
Erzurum P. | 18,20£2,40° | 6,64+1,43° 3400+24° 1,80+0,50° 3,30+0,30°
abcde degerler anlamli olarak farklidir.
Tablo 15. Propolis Numunelerinin Antioksidan Sonuglari
Propolis TFM TF FRAP DPPH ABTS
Numuneleri | (mgGAE/g) | (mgQE/1009) | uMFeS04.7H20/g | (SCsomg/mL) |  SCso
mg/mL
Kars 167+0,372 8,10+0,042 1780+56,10% 0,06+0,012 0,02+0,00
Balikesir 223,09+0,51° | 11,90+0,03° 1850+34,20? 0,01+0,00P 0,02+0,00
Trabzon 118,10+0,99¢ | 7,91+0,01° 1450+21,22° 0,03+0,00P 0,03+0,01

abcde deserler anlamli olarak farklidir.
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Tablo 16. Ar Siitii Numunelerinin Antioksidan Sonuglari

An Siiti TFM TF FRAP DPPH

Numuneleri | (mgGAE/Kg) | (mgQE/KQ) (UMFeS0O47H20 | SCso (mg/mL)
/Kg)

Art siitii 1 132,50+10,30% | 12,20+1,10? 442,10+20,452 78+4,302

Art siitii 2 141,00+11,04% | 10,50+0,98? 550,50+18,562 82+2,43°

Art siitii 3 104,00+14,00% | 14,05+0,55? 423,70+21,06° 90+£1,56°

abede deserler anlamli olarak farklidir.
DPPH ve ABTS Radikal temizleme aktiviteleri Troloks standartina gére yapilmistir.

Standartin temizleme aktivitesi 0,004 mg/mL bulunmustur.

3.2.inhibisyon Sonucu

3.2.1.Hyaluronidaz Inhibisyon Sonucu

Hyaluronidaz inhibisyonu i¢in ¢alisilan tiim ar iiriinlerinde daha 6nce anlatilmis olan
metot kullanildi. Degerce diisiik olan inhibisyon sonucu, numunenin yiiksek miktarda inhibe
ettigini gostermektedir. Sonuglar tablo 17°de gosterilmektedir.

Antioksidan calismalarin tiimiinde anti-hyaluronidaz aktivitesi tespit edilirken ar1
zehrinde aktivite bulunamadi. Bunun nedeni ar1 zehrinin kendisinin hyaluronidaz

aktivitesine sahip olmasidir (Moreno, M. ve Giralt, E., 2015).
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Tablo 17. Anti-hyaluronidaz Aktivite Sonuglari

Anti-hyaluronidaz Aktivite 1Cso(mg/mL)

Kestane Bali 0,11+0,02 2b¢
E) Piiren Bali 0,19+ 0,02 2P
é Mese Bali 0,01+0,00 &P
S [ CamBan 0.27£0,01 9eb¢
= Karabugday Bali 0,12+0,00 °

Anti-hyaluronidaz Aktivite 1Cso(mg/mL)

Balikesir Poleni

0,024+0,01°

Anzer Poleni

0,016+0,02°

Polen
Ornekleri

Erzurum Poleni

0,045+0,03°

Anti-hyaluronidaz Aktivite 1Cso(ng/mL)

Kars Propolisi

8,67+0,72 #

Trabzon Propolisi

57,20+14,02 °

Propolis
Ornekleri

Balikesir Propolisi

299,54+47,33°

Anti-hyaluronidaz Aktivite 1Cso(mg/mL)

. | AnSiti 1 37,345,822
£ S

&% | An Siitii 2 46,20+2,45
g S[ansus 38,4543 20°

abcde degerler anlamli olarak farklidir.




4. TARTISMA

Geleneksel ve tamamlayici tipta art {rlinlerinin Kullanildigi tedavi yontemlerine
apiterapi adi verilmektedir. Geleneksel tibbin temeli dogal halk ilaglarindan meydana
gelmektedir. Giiniimiizde de ari1 tirlinleri birer dogal ila¢ oldugu i¢in bunlarin klinik
tedavilerde kullanilmasi biliyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle son 10 yildan beri ar
tirtinlerinin 6zellikleri ve onlarin insan saglig ile iliskili biyolojik aktif 6zelliklerini ile ilgili
cok sayida arastirma yapilmis olup arastirmalar devam etmektedir.

Insan sagligin1 koruma ve tedavi amaglh ar iiriinleri daha ¢ok gida takviyesi olarak
kullanilmaktadir. Ciinkii bir molekiiliin veya karisimin ilag olabilmesi i¢in belli standartlari
tasimas1 gerekmektedir. Ik o6nce preklinik arastirmalardan gectikten sonra klinik
arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica apiterapik amacl kullanilacak olan {iriiniin
bilesiminin ve etkin dozunun da iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle planlanan bu
calisma baslangi¢ asamasi ¢alismalarindan biri olup, daha ¢ok ari {iriinlerinin vitro olarak
biyolojik aktif 6zelliklerinin aydinlatilmasi ve bundan sonraki preklinik ¢alismalara 151k
tutmasinin saglanmasidir.

Bal, polen, propolis, art siitii, ar1 zehri birer dogal ar1 tirtinleri olup bunlarin bilesimleri
ve etkinlikleri toplandigi boélgenin florasindan ve cografik oOzelliklerinden ¢ok
etkilenmektedir. Bu nedenle planlanan bu ¢alismada Tiirkiye florasina ait bazi ar1 iiriinlerinin
antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antitumoral aktiviteler olglldi ve
karsilagtirmalar yapildi. Ancak tiim verileri yliksek lisans tezine koymak miimkiin olmadig:
icin, burada sadece antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikler arastirilip karsilastirildi.

Balin bilesimi toplandigi bolge florasina ve toplama bigimine gore degisim
gostermekle birlikte yaklagik olarak %15-20 oranda su, % 65-76 oraninda karbohidrat
karisimi, geri kalan kisim ¢esitli peptitler, proteinleri enzimler, polifenoller, organik asitler,
vitaminler ve minerallerden olusmaktadir (Kolayli vd., 2015., Anklam, 1998; Bogdanov vd.,
2004). Literatiirde balin biyolojik aktif degeri ile ilgili binlerce arastirma bulunmaktadir ve
bu aragtirmalarda one ¢ikan bazi bal tiirlerinin antioksidan kapasiteleri, antimikrobiyal
aktivitelerinin diger ballardan ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmektedir.

Bu c¢alismada 5 farkli floraya ait bal Orneklerinin antioksidan kapasiteleri
karsilastirildi. Balin antioksidan 6zelligi daha ¢ok yapisinda bulunan ve tamamen dogadan

gelen pek cok say1 ve ¢esitte polifenollerden ileri gelmektedir. Bu polifenollerin ayr1 ayri
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tespit edilmesi miimkiin olmadig: i¢in toplam polifenol madde miktarinin (TFM) tayin
edilmesi en pratik yol olup arastirmacilara yaklagik % 80 oranda bilgi vermektedir.
Calismada toplam polifenol madde miktarinin 6l¢iilmesinde tek kullanilan Folin-Ciocalteu
metodu ve standart ¢ozelti olarak da gallik asit kullanildi ve degerler mg GAE / 100g numune
seklinde belirtildi. Ballarin TFM miktarlariin 50 ile 82 mg GAE/100 g arasinda degisim
gosterdigini ve siralamanin kestane, mese ve piiren ballar1 seklinde oldugu tespit edildi.
Literatiirde kestane bali ile ilgili cok sayida arastirma bulunup ¢icek ballar1 arasinda fenolik
madde miktar1 bakimindan en zengin ballarindan biri oldugu bildirilmektedir (Can vd., 2015;
Algarni vd., 2016; Tezcan vd., 2011). Yapilan ¢ok sayida arastirmada ballarda bulunan
polifenolik madde miktarinin 20 mg GAE ile 120 mg GAE/100 g arasinda oldukca genis bir
aralikta degisim gosterdigini ve koyu renkli ballarda TFM miktarinin yiiksek acik renkli
ballarda ise diisiik oldugu rapor edilmektedir (Algarni vd., 2016; Can vd., 2015; Gonzalez
vd., 2007). Bulgularimizin literaturdeki ¢aligmalara uygun bi¢imde fenolik madde
miktarmin balin florasina gore degistigini gostermektedir. Kestane balinin yiiksek fenolik
madde miktarinin literatiirdeki ¢alismalara benzer bigimde Tiirkiye, Giliney Kafkasya ve
Giiney Avrupa bolgelerinde tiretilen kestane ballariyla benzer oldugu tespit edildi (Perna
vd., 2013; Kaygusuz vd., 2016; Kiiciik vd., 2007).Toplam fenolik madde miktarininin
yiiksek oldugu bildirilen ballarin tibbi degerlerinin de yliksek oldugu ve bu ballarinin ¢ok
yiiksek tcretlere alict buldugu bildirilmektedir. Nitekim, Yeni Zelanda'nin Manuka bali
(Aljadi ve Kamaruddin 2004; Akhmazillah vd., 2013). Malezya' nin Gelam bal1 (Aljadi ve
Kamaruddin, 2004) bu kotu renkli ve yiikksek fenolik igerikli ballardan olugu rapor
edilmektedir.

Polifenoller bitkiler tarafindan iiretilen en az bir fenol halkasi igeren bir bilesik
smifidir. Fenolik asitler, flavanoidler, pro ve antosyaninler, tanenler gibi polifenoller ar
iriinlerine Dbitkisel kaynaklardan gecen ve bal, polen, propolise antioksidan, anti-
inflamatuar, antimikrobiyal gibi biyoaktif 6zellikler kazandiran fitokimyasallardir (Algarni
vd., 2016; Pascoal vd., 2014; Quideau vd., 2011).

Ballarin toplam polifenolerinden bagka toplam flavonoid miktarlart da 6lgiildii ve
birbirleriyle karsilastirildiginda 1,20 - 10,14 mg Kuersetin/100 g arasinda degisen
miktarlarda olduklari tespit edildi. Mese ve kestane ballarinin en yiiksek flavanoid madde
miktarma sahip ballar oldugu belirlendi. Cogu bitki pigmentlerin olusan flavonoidler 15 C

iskeletinden olusan iki fenil (A ve B) ve bir heterosiklik halka (C) igeren antioksantinler,
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antosyaninler, flavanonlar, flavononlar, flavanlar gibi ¢esitli alt siniflara ayrilabilen oldukca
genis bir dogal bilesikler sinifidir (Ververidis vd., 2007; Masek vd., 2017).

Balin apiterapik degerinin 6nemli bir Olgiisii de antioksidan kapasitesinden ileri
gelmektedir. Bu calismada ballarin antioksidan kapasiteleri ii¢ farkli yontem olan FRAP,
DPPH ve ABTS yontemleri ile test edildi. Demir (III)-TPTZ komplesinin indirgenmesine
dayanan FRAP yontemi oldukea giivenilir ve en sik kullanilan bir metottur. Ballarin FRAP
degerleri ugFeS04/100 g bal cinsinden hesaplandi. Mese ile kestane ballarinin en yiiksek
FRAP degerine sahip olduklar1 tespit edildi. Degisik Tiirk ballar ile yapilan calismada
bulgularimiza benzer sekilde ballarin FRAP degerleri 67 ile 450 umol FeSO4/100 g oldugu
bildirilmektedir (Can vd., 2015).

DPPH ve ABTS birer ticari radikal olup canli sistemlerde olusabilecek dogal radikalik
reaksiyonlara model teskil etmektedirler. Bu ticari radikallerin indirgenmesi, siipiiriilmeleri
veya notralize edilmeleri spektrometrik olarak izlenerek bal ve diger dogal iiriinlerin
antioksidan aktiviteleri tayin edildi. Serbest radikallerin olusumunun engellenmesi veya
mevcut radikallerin ortamdan temizlenmesi i¢in kullanilan pek c¢ok tayin yontemi
bulunmaktadir. Burada her iki radikal goriiniir bolgede absorbans olusturdugu i¢in igin en
az 5 farkli konsantrasyonda numune ile radikalin temizlenmesi ile azalan absorbans degerleri
grafik edildi ve ICso degerleri cinsinde hesaplanan scavenging aktivitelerde mg/mL
cinsinden hesaplandi. Diisiik ICso degeri yliksek radikal temizleme yetenegini ifade ederken,
kestane ve mese ballarinin en yiiksek radikal temizleme kapasitesine sahip oldugu tespit
edildi. Bulunan degerler ballarin toplam polifenol, toplam flavonoid ve FRAP degerleri ile
birebir iliskili oldugunu ve balin artan fenolik madde miktarina bagl olarak antioksidan
kapasitesinin arttigini gostermektedir.

Polenler ¢igekli bitkilerin erkek tireme {initeleri olup protein, seker, lipit, vitamin ve
mineralce dengelenmis bir gida olarak da kabul edilmektedir (Krell, 1996). Polen, bal
arllarmin larva sonrast yavru yetistirmesinde ve genclik donemlerinde dokularinin
kaslarmin, salgi bezlerinin ve diger organlarmnin yeterince gelismesi i¢in gerekli besin
maddesidir (Konar, 2010). Bal arilar1 bitkilerden toplandigi poleni bir miktar nektar ile
karistirarak ona yapiskanlik kazandirirlar ve polenin pellet (topak) halini almasi saglanir.
Polenlerin kismen tatli olmas1 da bu sebepten kaynaklanir. Baz1 polen tipleri yapilarinda
nektar ve bal bulunmaksizin zengin yag igerigine de sahiptir. Bir polen paletinde genellikle
ayni polen tiirli bulunur. Yiyecek toplayan bir bal aris1 nadiren birden fazla ¢igekten nektar

toplar. Bu nedenle arilarin arka bacaklarindaki bir polen paleti yalnizca bir veya birkag polen
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cesidi icerir. Bunun bir sonucu olarak polen paletleri tipik bir renge sahiptir. En yaygin
rastlanilan polen renkleri sar1, kirmizi, mor, yesil, portakal rengi ve diger ¢esitli renklerdir
(Yildiz vd., 2011). Literatiir arastirmasi sonucu pek cok c¢alismada polenin antioksidan
kapasitesinin yiliksek oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle tezde ii¢ farkli yoreden (Balikesir,
Rize, Erzurum) toplanan polen 6rnekleri ¢alisiimustir.

Calismada ti¢ farkli polen kullanildi ve toplam fenolik madde miktarlar1 18- 46 mg
GAE/g veya 1800- 4600 mg GAE/100 g olarak tespit edildi. Anzer poleninin toplam
polifenol miktar1 diger iki polende anlamli olarak yiiksek bulundu. Polenlerin TFM
miktarinin baldan yaklasik 100 kat daha yiiksek oldugu goriilmektedir. TFM miktarlarina
benzer sekilde Anzer bolgesi polen en yiiksek flavonoid miktarina sahip oldugu
goriilmektedir. Polen oOrneklerinin toplam antioksidan ve radikal temizleme aktivite
degerlerinin de polenlerin toplam polifenol madde miktarlarina bagli olarak degisim
gosterdigi tespit edilirken, en yliksek antioksidan kapasiteye sahip polenin Anzer bolgesine
ait drnegin oldugu bulundu.

Farkli polen tiirlerine gére yapilan ¢aligmalarda toplam polifenol ve toplam flavanoid
miktarlarinin ¢aligma bulgularimiza benzer olarak degisim gosterdigi rapor edilmektedir.
Nitekim Kuzeydogu Brezilya polenlerin de TFM miktarinin 6,9-13,78 mg GAE/g arasinda
degisim gosterdigi (Neves vd., 2009). Bir baska Brezilya poleninde yapilan ¢alismada ise
TFM miktarinin 19,69 mg GAE/g oldugunu ve toplam flavonoid madde miktarinin ise 6,81
mg QE oldugunu rapor edilmektedir (Almeida vd., 2016). Ispanya’da yapilan degisik polen
tiirlerinde TFM miktarinin 18 ile 32 mg GAE/g numune arasinda degisim gosterdigi rapor
edildi (Pascoal vd., 2014). Anzer polenleri ile yapilan bir bagka calismada ise TFM
miktarinin 44-124 mg GAE/g arasinda degisim gosterdigi bildirilmektedir (Ulusoy ve
Kolayli, 2013). Literatiirdeki verilere gore Tiirk polenlerinin daha yiiksek TFM miktarina ve
ona bagl antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmektedir.

Propolis, bal arilarinin kovanlarini her ¢esit tehlikeye karsi korumak amaciyla dogadan
topladig1 regine ve diger dogal liriinlerin viicudunda degisime ugratilarak olusan dogal
karisimdir. Cok iyi bir farmosotik ajan olup yiiksek antioksidan, antimikrobiyal, anti-
tiimoral ve anti-inflamatuar gibi multifonksiyonel etkinligi ile biyolojik degeri en ¢ok yliksek
dogal iiriinlerden biri oldugu bildirilmektedir (Ahn vd., 2007; Alencar vd., 2007; Gregoris
vd., 2010; Campos vd., 2014). Propolislerin toplam fenolik madde ve ona bagl olarak
toplam flavanoidlerinin bdlgelere gore degisim gosterdigini ve ham propolis basina bulunan

degerlerin 118 ile 223 mg GAE/g arasinda degisim gosterdigi bulundu. Balikesir bolgesine
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ait propolis drneklerinin daha yiiksek fenolik igerigine sahip oldugu tespit edildi. Literatiirde
cok sayida propolis ¢alismast mevcut olup ekstraksiyonda kullanilan ¢oziicli ve sonuglarin
ham propolis cinsinden, kat1 ekstrak cinsinden veya sulu ekstrak cinsinde veriliyor olmasi
calisma sonuglarinin yorumlanmasinda zorluklar1 dogurmaktadir. En dogru yol ekstrak
basina diisen aktiviteler olarak goriilmektedir. Literatiirdeki karisikliktan dolayr piyasada
bulunan ekstraklarin ¢esitliligi de propolisde bir standardizasyon eksikligini dogurmaktadir.
Nitekim literatiirde de kestane propolisinin fenolik kompozisyonu bakimindan kestane bali
gibi zengin bir {irin oldugu belirtilmektedir (Sarikaya vd., 2009; Aliyazicioglu vd., 2013).
Tiirk propolislerinin fenolik madde miktarlarini bagka propolislerle karsilastirildiginda daha
yiiksek ve daha diisiik degerlere rastlamanin miimkiin oldugunu gérmekteyiz. Brezilya'nin
kirmiz1 propolisi ile yapilan bir ¢aligmada kati ekstrak basina 151 mg GAE/g oldugu (da
Silva Frozza vd. 2013) ve baska bir ¢alismada ise 237 mg GAE/g (Alencar vd., 2007), Cin
propolislerinde 43- 302 mg GAE/100g olarak degisim gosterdigi (Ahn vd., 2007)
bildirilmektedir. Propolisde bulunan fenolik bilesenlerin ¢esidi ve miktar1 yine propolisin
toplandigi kaynaktan etkilenmektedir fakat propolisin biyolojik aktivitesinin daha g¢ok
flavanoidlerden ve kaffeik asit fenil ester (CAPE) den ileri geldigi bildirilmektedir
(Markiewicz-Zukowska vd., 2012; Cottica vd., 2015; da Silva Frozza vd., 2013). Calisilan
propolis 6rneklerindeki toplam fenolik madde miktarin 8-12 mg QE/ g arasinda degisim
gosterdigi ve bulunan degerlerin de yine toplam fenolik madde miktar1 ile dogru orantili
oldugu goriilmektedir. Propolis bulgularimiza benzer olarak Kanada propolisinde yapilan bir
calisgmada TFM miktarinin 131 GAE/g ve TF'nin ise 7,12 mg QE/g oldugu rapor edilmistir
(Cottica vd., 2015).

Tiirkge adi an siitii adlandirilan ancak gercek adi Royal Jelly olan ar1 salgisi, is¢i
arilarin hipofarengeal (bogaz) ve mandibular glandlarindan (alt ¢ene) salgilanan ve kralige
arinin beslenmesinde ve gelismesinde dnemli rol oynayan proteince zengin bir karigimdir
(Tamura vd., 2009). An siitleriyle yapilan ¢alismada TFM igeriklerinin birbirine yakin
degerlerde (133 ile 141 mg GAE/kg) oldugu ve toplam flavonoid miktarinin 10,50 ile 14 mg
QE/kg arasinda degistigi tespit edildi. Ari siitlerinin toplam fenolik madde miktarlarinin bal,
polen ve propolise gore ¢ok diisiik degerde oldugu goriiliirken antioksidan kapasitesini ifade
eden FRAP degerleri anlamli derecede yiiksek bulundu. Bunun anlami ar1 siitiiniin
antioksidan kapasitesinin sadece polifenolerden olusmasi degil yapisinda bulunan protein,
kisa peptitler ve kisa zincirli hidroksi yag asitlerinden de kaynaklanmasidir. Yapilan bir

¢alismada an siitiinlin baz1 karakteristik bileseni olan 10-hidroksidekanoik asit (10-HDA)
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degerleri HPLC ile tayin edildi ve 1,58 ile 2,10 arasinda degisim gosterdigi tespit edildi (Kim
ve Lee., 2010). Bulgular Tiirk ari siitii ile yapilan bir ¢alisma ile benzerlikler arz etmektedir
(Kolayli vd., 2015).

Art zehri bal arisinin karin boslugunda bulunan bezlerden salgilanir. Arinin temel
olarak fiziksel savunma mekanizmasini olusturmakla birlikte icerdigi ¢cok sayida bilesigi
biyolojik aktivitesinin olduk¢a yiiksek oldugu bildirilmektedir (Sobral vd., 2016).
Inflamatuar hastaliklardan yaninda ar1 zehrinin anti-tumoral aktivitesi de vardir.
Biyokimyasal analizler bal aris1 zehrinin de en az 50 bilesenin bulundugunu ve bunlarin
biiyiilk cogunlugunun hidrolitik enzim aktivitesine sahip oldugunu gdstermektedir.
Hyaluronidaz, fosfolipaz, asit fosfataz, esteraz, histami, dopamin, noradrenalin i¢eriklerden
bazilaridir (de Abreu vd., 2010).

Calisilan ar1 tirtinlerinin antiinflamatuar 6zelliklerini incelemek i¢in anti-hyaluronidaz
aktiviteleri incelendi. Kullanilan drneklerin TFM miktarlart yiiksek bulunan 6rneklerin anti-
hyaluronidaz aktivitesi ye yiiksek oldugu tespit edildi, ancak ar1 zehrini tespit edilmedi.
Bunun nedeni ar1 zehrinin kendisinin hyaluronidaz aktivitesine sahip olmasidir (Moreno, M
ve Giralt, E., 2015). Propolis 6rneklerinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
Inflamasyon beyaz kan hiicrelerinin viicudu bazi antijenik maddelere (kimyasal, bakteri,
virus gibi) karst koruyan bir mekanizma olup c¢esitli prostaglandinler, lipooksigenaz
enzimleri, siklooksigenazlar, fosfolipaz A2 ve hyaluronidaz enzimleri inflamasyonda rol
alirlar (Libby vd., 2002). Hyaluronik asit eklem, bag ve kikirdak dokunun énemli bir bileseni
olup, dokularin yenilenmesinde ve tamirinde rol alir. Hyaluronidaz tarafindan enzimatik
olarak parcalanir ve kemik ve bag dokusu kaybina yol agar ve agri olusturur. Enzimin
inhibisyonu anti-inflamatuar bir aktivite olup, anti-inflamatuar ajanlar romatizmal ilaglarinin
tedavisinde 6nemli yer tutarlar (Silva vd., 2012; Huang vd., 2016). Literatiirde ar1 tiriinlerinin
antiinflamatuar Ozelliklerinin tespit edilmesinde anti-hyluronidaz aktivitesi ile ilgili az
sayida ¢alisma mevcut olup Portekiz propolisi ile yapilan bir ¢alisma bulgularimizla benzer
sonuglar gostermektedir (Silva vd., 2012).

Bulgularimizda anti-hyaluronidaz aktivitelerine bakildiginda bal numunelerinde
toplam fenolik icerikle paralel olarak en yiiksek aktiviteyi kestane ve mese ballarinda
gozlerken (0,11-0,01 mg/mL) en diisik aktivite ise ¢am balinda (0,27 mg/mL)
goriilmektedir. Sonuglarda biiyiik deger diisiik aktiviteyi ifade eder. Polen 6rnekleri i¢in yine
fenolik bilesenlerle korelasyon gozlendi ve en yiiksek aktivite Anzer poleninde, en diisiik

aktivite de Erzurum poleninde tespit edildi (0,016-0,045 mg/ mL). Propolis numunelerine
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baktigimiza biiyilik farkla Kars propolisinin aktivitesinin ne ¢iktigr goriiliir (8,67 png/ mL)
ve en diislik aktivite Trabzon propolisinde gozlenmistir. Yapilan ¢alismada ar1 siitlerinin
anti-hyaluronidaz aktiviteleri birbirine yakin c¢ikmistir (37-46 mg/mL). Calismalar ari
zehrinde de aynen uygulanmasina ragmen aktivite gdzlenemedi. Bunun nedeni ar1 zehrinin
kendisinin hyaluronidaz aktivitesine sahip olmasidir (Moreno, M ve Giralt, E., 2015).

Literatiirde ar1 {iriinlerinin antiinflamatuar 6zelliklerinin  tespit edilmesinde
antihyluronidaz aktivitesi ile ilgili az sayida ¢alisma mevcut olup. Portekiz propolisi ile
yapilan bir ¢alisma bulgularimizla benzer sonuglar géstermektedir (Silva vd., 2012).

Sonug olarak ar1 iirtinleri insan saglig1 i¢in faydali birer dogal iiriin olup diizenli olarak
tilketilmeleri halinde bagisiklik sisteminin giiclenmesini saglayacak ve cesitli hastaliklarin

olugmasina engel olacaktir.



5. ONERILER VE SONUCLAR

Tibitak projesinin bir pargasi olan ve yiiksek lisans tezi olarak yapilan bu ¢alismada
tilkemizden c¢esitli yorelerinden toplanan ve apiterapik degeri yiiksek oldugu ileri siiriilen
bazi ar1 iirlinlerinin (bal, polen, propolis, art siitii, ar1 zehri) oksidasyonu azaltan veya
durdaran aktivite olarak bilinen antioksidan testleri ve doku harabiyetinin azaltilmasinda
etkili olan anti-hyaluronidaz aktiviteleri incelendi. Antioksidan testlerinden toplam fenolik
madde, toplam flavonoid madde, demir (I1l) indirgeme kapasitesi (FRAP), DPPHe ve
ABTSe radikal temizleme aktivitelerine bakildi. Elde edilen sonuglarda:

e Calisilan 5 degisik floraya sahip bal orneklerinin en yiiksek antioksidan bilesene
sahip ve antioksidan aktivitesi yiiksek olan balin kestane ve mese oldugu,

e Ballarin toplam flavonoid madde igeriklerinin toplama fenolik madde miktarlariyla
birlikte degisim gdsterdigi ve mese bali ile kestane ballarinda en yiiksek miktarda
tespit edildigi,

e (Calisilan an driinii 6rneklerinden en yiiksek antioksidan kapasiteye ait 6rnegin
propolis oldugu,

e Propolis ornekleri i¢cinde Balikesir Bolgesi propolisinin en yiiksek fenolik icerige
sahip oldugu, ballardan 200 kat daha yiiksek oldugu,

e Polenlerin toplam fenolik madde miktarlari ile ve antioksidan degerlerin ballardan
yaklagik 100 kat yiiksek ancak propolislerin yaklasik yaris1 kadar oldugu,

e Fenolik igerik olarak incelendiginde ise propolis>polen> bal>ar siitii seklinde bir
siralamanin oldugu,

e A siitlerinin ¢alisilan antioksidan yontemlerce nispeten fakir oldugu ancak, immun
sistem {izerindeki etkilerinin bu ¢alisma ile degerlendirilemeyecegi, ancak daha ileri
hayvan c¢alismalarina ihtiya¢ duyuldugu,

e Arni siitii ve ar1 zehri harig tiim ar1 tirlinlerinin bir antiinflamatuar enzim olan ve bag
dokusunun major polimeri olan hyaluronik asidin par¢alanmasina neden olan ve bu
etkinin ozellikle eklem hastaliklart ve yaslanmaya sebebiyet verdigi bilinen

hyaluronidaz enzimin inhibisyonuna neden oldugu,
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e Hyaluronidaz inhibisyonunun en yiiksek propolis tarafindan saglandigi, onu polen

ve balin izledigi tespit edildi.

1147370 nolu Tubitak projesinde yapilan ¢alismalarin bir kismi1 bu tezde verildigi i¢in
ilgili ar1 trtinlerinin antimikrobiyal ve antitumoral aktiviteleri ile farkli antiinflamatuar
enzim aktivite sonuglari bu teze konmadi. Birlikte degerlendirmelerin yapilmasi ari
tiriinlerinin apiterapik degerlerinin ortaya c¢ikarilmasi bakimindan daha faydali olurdu.
Ayrica in vitro galismalardan baska gergek aktiviteyi ortaya ¢ikarmasi bakimindan in vivo

calismalarla projenin desteklenmesi giizel bir yaklasim olurdu.
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