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Doktora Tezi

OZET

APITERAPIK ARI URUNLERININ (BAL, POLEN, PROPOLIS VE ARI SUTU)
BIYOAKTIF OZELLIKLERI VE KARACIGER HASARINI ONLEMEDEKI ROLLERI

Ozlem SARAL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2013, 91 Sayfa

Yapilan ¢alismada Karadeniz Bolgesi'nin baskin florasindan olan kestanenin bal,
polen ve propolisi ile ar1 siitiiniin antioksidan 6zellikleri ve karaciger hasarini 6nlemedeki
rolleri arastirildi. Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde toplam fenolik madde, toplam
flavonoid, toplam antosiyanin miktarlari ile demir (II) indirgeme/antioksidan kapasite
(FRAP), bakir (I) indirgeme/antioksidan kapasite (CUPRAC) ve DPPH radikal temizleme
testleri kullanildi. CCly siganlarda karaciger hasari olusturucu madde olarak kullanildi.
Calismada 49 adet Spraque Dawley cinsi disi sigan kullanildi. CCly ile birlikte degisik
konsantrasyonlarda ar1 {iriinleri siganlara oral yolla 7 giin boyunca verildi ve karaciger
hasarin1 6nlemedeki rolleri incelendi. Karaciger hasar olusumu pratik olarak serum alanin
transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST) enzimleri ile takip edildi. Ayrica
malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi enzimler ve
karaciger dokusu histopatolojik testlerindeki degisimler incelendi. Calismada kullanilan ar
tirlinlerinin antioksidan aktivitelerinin yapilarinda bulunan toplam fenolik bilesiklerin
miktarina bagl olarak degisim gosterdigi ve bu {irlinlerin antioksidan kapasitelerinin
biiyiikten kiiglige propolis, polen, ar siitii ve bal seklinde siralandigi bulundu. Bu dort ar
triinliniin  karaciger hasarin1 6nlemedeki rolleri incelendiginde ise her birinin farkl
antioksidan aktiviteye sahip olmalarma ragmen, CCls’lin olusturdugu oksidatif hasari
onlemede benzer koruyucu role sahip olduklari bulundu. Sonug olarak, bal, polen, propolis

ve ar1 siitlinilin toksik ajanlara kars1 karacigeri hasardan koruduklar1 bulundu.

Anahtar Kelimeler: Propolis, A siitii, Polen, Bal, Kestane, CCl, Karaciger
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PhD. Thesis
SUMMARY

BIOACTIVE PROPERTIES OF APITHERAPY BEE PRODUCTS (HONEY, POLLEN,
PROPOLIS AND ROYAL JELLY) AND THEIR ROLES IN PREVENTION LIVER
DAMAGE

Ozlem SARAL

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2013, 91 Pages

In this study, chestnut honey, pollen, propolis from the dominant flora of the Black
Sea Region with royal jelly were investigated for their antioxidant properties and the roles
in prevention of liver damage. For determination of antioxidant capacity, total phenolic
content, total flavonoid content, total anthocyanin, CUPRAC, FRAP and DPPH radical
scavenging capacity tests were selected. CCl, was used to cause liver damage in rats. In
this study, 49 female Sprague Dawley rats were used. Different concentrations of bee
products were given orally for 7 days with CCly to rats and their role in preventing liver
injury were examined. The extend of liver damage formation were followed by measuring
the activities of serum alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST)
enzymes. In addition, besides histopathological examinations, malondialdehyde (MDA)
and superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme activity were also made.
Antioxidant activities of the bee products used in our studies were shown to vary with their
phenolic compound contents and could be ordered largest to smallest propolis, pollen,
royal jelly, honey. When these four bee products were analyzed for their roles in
prevention of liver damage, despiteto their different levels of antioxidant activities, almost
similar protective roles in preventing the damage formed by CCl, were found. As a result,

honey, pollen, propolis and royal jelly were found to protect the liver against toxic agents.

Key words: Propolis, Royal Jelly, Pollen, Honey, Chestnut, CCly, Liver
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bal arilari, bitkilerin ve ¢igeklerin nektar ve polenlerini toplayarak ari {irtinleri
yaparlar. Ar iriinlerinin tedavi amaciyla kullanilmasi ¢ok eski zamanlara dayanmakla
birlikte, bu konuda arastirmalarin yapilmas: ve apiterapi merkezlerinin kurulmasiyla
giiniimiizde de oOnemini korumaktadir. Son yillarda diinyada ve o&zellikle Cin’de
“Apiterapi” ad1 verilen ar1 lirlinleri ile tedavi yontemleri hizli bir gelisme gostermistir.

Zengin bitki gen kaynagina sahip olan iilkemizin tiim bolgeleri, aricilik
faaliyetlerini yapmak i¢in uygun ekolojik bir yapiya sahiptir. Bu bakimdan Tiirkiye, sahip
oldugu 4,8 milyon kovan varlig1 ve 83,842 ton bal {iretimi ile diinyada 4. sirada yer
almaktadir (TUIK, 2006).

Halk arasinda pek ¢ok derde deva olduguna inanilan bal (Krell, 1996; Molan 1997),
propolis (Grange, 1990; Krell, 1996; Iwasaki, 1990) ve ari siitiiniin (Yatsunami ve Echigo,
1985; Meydanoglu, 1985) ozellikle antibakteriyel ozellige sahip oldugu, ar1 zehrinin
romatizmal hastaliklarin tedavisinde (Schmidt, 1997; Geng, 1993), polenlerin (Schmidt,
1997) ise immiinolojik hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanildig: bildirilmektedir
(Sahinler, 2000).

Ulkemiz aricilik potansiyeli ve bal iiretimi bakimindan diinyada 6n siralarda
olmasina ragmen polen, propolis ve ar1 siiti tretimi ve tiiketimi bakimindan alt
seviyelerdedir. Ayrica bu {irlinler ilizerine ¢alisan arastirmaci sayist ve niteligi oldukca
yetersizdir.

Karaciger; fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeniyle toksik madde ve ilaglara sik¢a
maruz kalan bir organdir. Karaciger tim metabolik ve zehirsizlestirme reaksiyonlarinin
gerceklestigi yegane organ olup, pek cok tiirden toksik maddelerden, viral ve bakteriyal
enfeksiyonlardan zarar gormektedir. Karacigerde hasar dahil, gesitli patolojik tablolara yol
acan 600’den fazla maddeden biri de Karbon tetrakloriir (CCly)’diir (Robbins vd., 2000;
Giiven vd., 2003). Ornegin, mantar toksini olan a-amanitin sadece karaciger hasarna yol
agmaktadir. Viral enfeksiyonlardan en ¢ok zarar géren organ yine karaciger olup hepatit ve
siroz olusumuna yol ac¢maktadirlar. Diinyada milyonlarca insan ¢esitli karaciger

hasarlarindan muzdarip olup bu hasarlarin tedavi edilmesinde direkt olarak kullanilan bir



ila¢ bulunmamaktadir. Karaciger hasarlarinin tedavisinde daha ¢ok bitkisel ilaglar 6n plana
¢ikmaktadir ve bu amagla ¢ogu zaman silibinin adi verilen ve deve dikeninden elde edilen
flavanoidce zengin bir ekstrakt kullanilmaktadir. CCl, deneysel olarak karaciger hasari
olusturulmasinda yaygin kullanilan bir ksenobiyotiktir (Recknagel vd., 1989; Slater, 1982).
Bu hasarin degisik sekilleri oksidatif stres ve bunu takiben ortaya ¢ikan serbest radikallerle
olustugu bilinmektedir (Sherlock,1986; Foulis vd., 1988).

Birgok arastirmaci tarafindan koyu renkli ballarin yiiksek fenolik igerige ve bunun
sonucu olarak da yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu bildirilmektedir (Beretta vd.,
2005; Frankel vd., 1998, Kii¢iik vd., 2007). Bir ¢igek bali olan kestane balinin koyu renkli
ballardan biri oldugu ve acik renkli ballara gore yiiksek fenolik madde miktarina sahip
oldugu yapilan aragtirmalarda bildirilmektedir (Sarikaya vd., 2009; Beratta vd., 2005;
Kiigiik vd., 2007, Ulusoy, 2005). Karadeniz Bolgesi’nin baskin bitki florasindan biri olan
kestanenin balinin, poleninin ve propolisinin biyoaktif 6zelliklerinin yiiksek olabilecegi
ongoriilerek karaciger hasariin tedavi edebilecek potansiyele sahip oldugu diistiniilmiistiir.

Bu nedenle planlanan ¢alismanin amaci; in vitro ve in vivo olarak kestane bali,
poleni, propolisi ve ar1 siitiiniin biyoaktif 6zelliklerinin belirlenmesi ve CCly ile olusturulan
karaciger hasarin1 Onlemedeki rollerinin ortaya c¢ikarilmasidir. Ayrica, kullanilan ar
tiriinlerinin hangisinin karaciger hasarin1 6nlemede daha etkili oldugu belirlenmis olacaktir.
Calismanin sonuglarinin pozitif bulunmasi ile birlikte koruyucu tip bakimindan polen,
propolis, bal ve ar siitii tiiketiminin 6nemi ortaya ¢ikartilmis olacaktir. Ari {irlinlerinin
faydali 6zelliklerinin literatiire kazandirilmasi, topluma ¢aligma sonuglarinin aktarilmasi ve
boylece Tiirkiye’de aricilik faaliyetlerinin artmasina katki saglayacaktir. Calisma, baska

gida ve dogal {iriin aragtirmalarina altyap1 ve referans ¢aligsma olusturacaktir.

1.2. Apiterapi

Apiterapi; bal, polen, ar1 siitii, propolis, ar1 zehri ve bal mumu gibi ar1 {irlinlerinin
tibbi amaglar i¢in kullanilmasidir (Stangaciu, 2006; Zumla ve Lulat, 1989). Apiterapinin
kokeni insanlik tarihi kadar eski olup ilk kayitl metinler 6000 yil 6ncesindeki antik Misir’a
kadar dayanmaktadir. Romalilar ve Yunanlilar da tibbi amaglar igin ar1 iriinlerini
kullanmiglardir (Molan, 2006; Moolenar vd., 2006; Lee vd., 2005). Apiterapi 6zellikle Cin,
Kore, Rusya, Dogu Avrupa ve Giiney Amerika’da hala yaygin olarak kullanilmaktadir
(Christopher ve Kim, 1997).



Ar lriinleri bir besin maddesi olmasindan baska pek ¢ok biyolojik aktif 6zellige
sahiptirler. Ar1 irlinlerinin biyolojik aktif ozellikleri daha ¢ok yapilarinda yer alan ve
fenolik karaktere sahip bilesiklerden ileri gelmektedir. Bu bilesikler bitkiler tarafindan
tiretilen birer sekonder metabolit olup miktarlar ve tiirleri toplandiklar1 bitki florasina,
cografik ozelliklere, ar1 tirlinlerinin iiretim sekline ve hasat zamanina bagli olarak degisim
gostermektedir (Tezcan vd., 2011).

Fenolik bilesikler bir¢ok gidanin antioksidan, antiinflamatuar ve antibakteriyel
kapasite gibi fonksiyonel 6zellikleri ile iliskisinden sorumludur (Kerem vd., 2006; Huang
vd., 2006; Haris vd., 2006). Bu gidalara bal, polen, propolis ve ar1 siitiinii 6rnek verebiliriz.
Ciinkii bu ar triinleri, arilarin ¢igeklerden topladigi nektarda bulunan fenolik bilesenleri
igermektedir (Marcucci vd., 2001; Fiorani vd., 2006). Hastaliklarin bazilar1 oksidatif hasar
sonucu olustugundan ari liriinlerinin iyilestirici 6zelliginin antioksidan kapasitesinden ileri

geldigi goriilmektedir (Buratti vd., 2007).

1.3. Ar1 Uriinleri

1.3.1. Bal

Bal, bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan cigeklerin nektarlarindan veya agag
Ozsularindan toplanip midelerinde degisime ugratildiktan sonra kovanda depolanir (Crane,
1983, Molan, 1992; Ozdemir vd., 2008). Bal, dogal bir iiriin olmasi1 yaninda insan viicudu
icin ¢ok degerli bir gida maddesidir. Bilesimi toplandigi bitki florasina bagli olarak
degisim gostermekle birlikte kuru agirliginin yaklasik %95°1 sekerlerden olusmus olup geri
kalan1 fenolik maddeler, proteinler ve minerallerden olusmaktadir (Bogdanov vd., 2004).
Bal sekerlerinin %70’i monosakkaritlerden ve %210-15’i disakkaritlerden olusmaktadir.
Fruktoz ve glukoz temel monosakkaritlerden olup balin tatliligindan sorumlu olan seker
fruktozdur. Dolayisiyla bal iyi bir tatlandiricidir (Ouchemoukh vd., 2010; Crane, 1983;
Molan, 1992; Ozdemir vd., 2008). Bal, enerji verici bir besin maddesi olmasindan baska
bir 6nemli 6zelligi biyolojik olarak aktif bir molekiil 6zelligine sahip olmasidir. Bal
yapisinda yaklasik olarak %0,1-0,5 oraninda fenolik bilesikler igerir ve bu bilesikler onun
antioksidan, antiinflematuar, antiviral, antikarsinojen, antitumoral ve diger biyolojik aktif
ozelliklerinden sorumludurlar (Mohammed ve Bash, 1997; Molan, 2001). Balin

antibakteriyel 6zelligi fenolik bilesiklerden baska onun osmotik yapisindan ve yapisinda



bulunan glukoz oksidaz enzimi tarafindan olusturulan hidrojen peroksit (H20,)’ten ileri
gelmektedir (White vd., 1963; Molan, 1992; Molan, 2002).

Bal bilesimi, olduk¢a kompleks olup yapisinda yaklasik olarak 200 ¢esit bilesik
icermektedir (Samanalieva ve Senge, 2009; Gheldorf vd., 2002). Bilesimdeki bu
karmasadan dolayr hileli bal iiretiminin oldukca kolay fakat hileli ballarin ayirt
edilebilmesi oldukc¢a zordur. Hileli bal iiretimi ciddi bir etik problem olup ekonomik,
sosyal ve tibbi agidan pek ¢ok sorunlara yol agmaktadir. Kaliteli ballarin hileli ballardan
ayirt edilmesinde ballarin biyolojik aktivitesinden sorumlu ajanlar olan fenolik bilesiklerin
tirleri ve miktarlar1 son yillarda 6ne ¢ikmaktadir. Tiim kaliteli ballarin toplam fenolik

madde miktarlari seker surubu ile hazirlanmig ballardan daha yiiksek bulunmaktadir.

Sekil 1. Petekli bal

Balin rengi, agik saridan koyu amber rengine kadar degisiklik gostermektedir ve
icerdigi polen, fenolik bilesikler, mineral madde ve hidroksimetil furfural (HMF) miktarina
bagli olarak degisim gostermektedir. Genel olarak koyu renkli ballarin agik renkli
ballardan daha fazla mineral madde ve fenolik bilesik igerigine sahip olup daha asidik
yapida oldugu ve buna bagli olarak daha yiiksek biyolojik aktivite gosterdigi
bildirilmektedir (Gonzalez-Miret vd., 2005; Bertoncelj vd., 2007; White 1984). Kestane,
kekik, ¢am, piiren bali gibi ballarin koyu renkli ballardan oldugu ve biyolojik olarak
yiiksek aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir (Beretta vd., 2005; Socha vd., 2009).

Bal, kronik deri iilserleri, mide-bagirsak hastaliklar1 ve gogilis hastaliklarinda
kullanilmaktadir (Toussoun vd., 1997). Klinik arastirmalarda ise gozde, katarakt
hastaligina, konjiktivit ve cesitli kornea rahatsizliklarina karsi, direkt goziin igine

uygulanarak kullanildig1 bildirilmektedir (Krell, 1996). Balin laboratuar hayvanlari



calismalarinda hepatotoksik ajanlara karsi karaciger koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir
(Khadr vd., 2007).

1.3.2. Polen

Polen; ¢icekli bitkilerde c¢igeklerin erkek organlarinca fretilip disi organin
dollenmesini saglayan basit¢e ¢igek tozu olarak da adlandirilan bitkilerin erkek cinsiyet
hiicreleridir (Dogaroglu, 2008). Polen arilarin biiyliylip gelismelerini tamamlamalar1 ve
salg1 bezlerinin geligsmesi i¢in gerekli olan baslica protein kaynagidir. Polen olmadigi

takdirde koloninin yavru yetistirip hayatin1 devam ettirmesi imkansizdir (Schmidt, 1997).

Sekil 2. Kaktiis ¢icegi ve polen iireten stamenlerinin
yakindan goriiniisii.

Apikiiltiirel bir iiriin olarak polen besinsel degerinden dolayi insanlarin diyetinde de
one ¢ikmaktadir. Polen zengin bir protein kaynagi olmasiin yani sira karbohidrat, lipid,
vitamin ve mineral de igermektedir (Sahinler, 2000; Campos vd., 2003). Besin 6gelerinin
yaninda yiiksek miktarda fenolik bilesenler de icermektedir (Bonvehi vd., 2001;
Yamaguchi ve Tsui, 2002). Polenin antibakteriyel (Garcia vd., 2001; Proestos vd., 2005),
antifungal (Garcia vd., 2001) ve antioksidan (Leja vd., 2007; Saric vd., 2009) ozelliklere
sahip oldugu bildirilmektedir. Sicanlar iizerinde yapilan calismada polenin, karaciger
hastaliklarina kars1 iyilestirici bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Habib vd., 1995;
Yildiz, 2011).



Sekil 3. Polene bulanmisg bal arist

Yiyecek toplayan bir balaris1 nadiren birden fazla cicekten polen ve nektar toplar.
Bu nedenle arilarin arka bacaklarindaki bir polen peleti yalnizca bir veya bir ka¢ polen
cesidi icerir. Bunun bir sonucu olarak polen peletleri tipik bir renge sahiptir. En yaygin
rastlanilan polen renkleri sar1, kirmizi, mor, yesil, portakal rengi ve diger ¢esitli renklerdir.
Arilari polenleri tagimasi sayesinde dogadaki polinasyon ad1 verilen tozlagma ve bitkilerin
tiremesi saglanmaktadir. Polenler aricilar tarafindan kovanlara ilave edilen polen tuzaklar
ile toplanmaktadirlar. Bu polenler aricilar tarafindan kurutularak veya dondurularak

muhafaza edilir.

Sekil 4. Cesitli renklerde polenler

Polen alerjisi, istahsizlik, bas agris1, bulanti, kusma, karin agrisi, ishal, kasint1 gibi
reaksiyonlarla kendini gésterir ve bazen anafilaktik sok da goriilebilir. Polen, polen alerjisi

olan kisilerin tedavisinde biiyiik bir kaynak olarak (Schmidt, 1997), tipta ayrica prostat



hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Ask—Upmark, 1967). Polen alerjisi daha gok
havada ugusan polenlerde goriiliirken, arilar tarafindan toplanan polen alerjileri sik

karsilasilan bir durum degildir (Mizrahi, 1997; Campos vd., 1997).

1.3.3. Propolis

Propolis; bal arilarmin bitki tomurcuk ve filizlerinden topladig: regineleri bal mumu
ve tiikiiriik salgilar ile karistirarak elde ettikleri bir {iriindiir (Bankova vd., 2002; Hegazi,
1998). Arilar propolisi kovanin her tiirlii amag¢ i¢in korunmasinda kullanmaktadirlar. Bu
bakimdan propolis mikroorganizmalara karsi koruyucu antibakteriyal etkili, kovanin
duvarlarindaki catlaklar1 kapatici ve kovanin 1sisin1 koruyucu izolasyon maddesi olarak
kullanilmaktadir (Ghisalberti, 1979; Burdock, 1998; Chemid, 1996). Propolis genel olarak
%S50 regine, %30 bal mumu, %10 ugucu yag, %5 polen ve %5 diger organik bilesiklerden
olusmaktadir (Gomez-Caravaca vd., 2006; Burdock, 1998). Flavonoidler ve fenolik asitler,
propolisin ana tamamlayici bilesenleridir. Bu bilesikler dogal antioksidan etkiye sahiptir
(lvanovska vd., 1995; Basnet vd., 1997).

Propolisin kimyasal bilesimi ve fiziksel 6zellikleri de toplandigi bolgenin cografik
yapisina, iklimine bagh degisim gosterir. Genel olarak propolis koyu sari, yesil ve koyu
kahverengiye dogru degisen renklerde bulunabilir ve yasi arttikga rengi koyulagsmaktadir.
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 ¢oziiniirliigii su ve organik ¢oziiclilerde 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).

Propolis insanligin ilkel ¢aglarindan bu yana Misirhilar, Araplar gibi birgok uygarlik
arasinda popiilerlik kazanmis ve geleneksel tipta kullanilir olmustur (Abd El Hady ve
Hegazi, 2002). Ciinkii propolis antibakteriyel etki (Kujumgiev vd., 1999), antifungal ve
antiinflamatuar (Wang vd., 1993), antiviral (Amoros vd., 1994) anestezik ve antitlimoral
(Kimoto vd., 2001; Matsuno, 1995) gibi 06zelliklere sahiptir. Genel olarak tipta
kardiyovaskiiler ve dolagim sistemi hastaliklarinda, dermatolojide, doku yenilenmesi, iilser,

ekzema, yara ve yaniklara karsi (Iwasaki, 1990) kanser tedavisinde, immiin sistem ve



sindirim sistemi hastaliklarinda tedavi edici olarak, karaciger rahatsizliklarina karsi ise
koruyucu olarak kullanilmaktadir (Krell, 1996). Baz1 propolis tiirlerinin biyolojik olarak
daha aktif oldugu ve bu bakimdan basta kavak propolisi olmak iizere dkaliptus, kestane ve
atkestanesi gibi agag¢ tiirlerinden {iretilen propolislerin en kaliteli propolis oldugu
bildirilmektedir. Ayrica propolisin toplandigi cografyanin bitki ortiisiine bagli oldugu gibi
toplanma teknigi de oldukca ©nemlidir. Ornegin, propolis tuzaklari ile toplanan
propolislerin ¢er¢evelerden kazinarak alinan propolislerden daha kaliteli oldugu, biiyiik
catlaklardan toplanan propolislerin nispeten mum igeriginin fazla olmasi nedeniyle daha az

kalitesi oldugu bildirilmektedir (Kutluca vd., 2008).

Sekil 5. Propolis (a; Kazinarak alinmig propolis, b; Topak haline getirilmis
propolis)

Giintimiizde propolisin biyoaktif 6zelliklerinden yararlanmak maksadiyla propolisli
kremler, dis macunlari, okstiriik suruplari, tabletleri ve gida katki maddeleri olarak ilag ve
gida endiistrisinde de yaygm bir kullanim1 vardir (Mohammadzadeh vd., 2007). Ozellikle

agi1z ve dis sagliginin korumada sekerleme sanayinde de kullanilmaktadir.

1.3.4. An Siitii

Ar siitii; isci arilarin hipofarengal (bogaz) ve mandibular glandlarindan (alt ¢ene)
salgilanir ve kralice arinin beslenmesinde ve gelismesinde 6nemli rol oynar (Tamura vd.,
2009; Schmidt, 1996). An siitii kremsi kivamda homojen bir maddedir. Sar1, beyaz ve bej
renklerde, fenolik bir kokuya ve eksi bir tada sahiptir (Lercker vd., 1992). Viskozitesi su
icerigine ve tazeligine gore degisebilmektedir, oda sicakhiginda ya da 5°C’de tutuldugunda
daha viskoz olmaktadir (Takenaka vd., 1986).



Sekil 6. Ar siitiinde larva

An sitii yaklasik olarak %12-15 protein, %10-16 karbohidrat, %3-6 lipid ve geri
kalan %60-70 oranda vitamin, tuz, serbest amino asitler ve nem gibi pek ¢ok madde
igermektedir (Tamura vd., 2009; Nagai ve Inoue, 2004). Ari siitiiniin antioksidan (Viuda-
Morteks vd., 2008), antiinflamatuar (Kohno vd., 2004), antitimér (Nakaya vd., 2007,
Towsend vd., 1960) ve antibiyotik (Blum vd., 1959; Melliou ve Chinou, 2005) etkiye sahip

oldugu deneysel ¢aligmalarda gosterilmistir.

Sekil 7. Larva transferinden 2 giin sonra art siitii hasadi

Yapilan analizler ar1 siitiinlin damar genigletici ve tansiyon disiiriicii oldugu
(Shinoda vd., 1978), biiyiime hizin1 artirdig1 (Kawamura, 1961), dezenfektan (Yatsunami
ve Echigo, 1985) ve kolesterol diisiiriicii etkiye sahip oldugu (Nakajin vd., 1982) bilgisini
vermektedir. Ar siitiiniin karaciger karsi koruyucu etkisinin de oldugu siganlarda yapilan

caligmalarda ortaya konmustur (Kanbur vd., 2009).



10

1.3.5. Ar1 Zehiri

Ari zehiri, “Arilarin zehir torbasinda olusan ve igerisinde baslica mellitin, apamin,
MCD-peptidi, histamin, hyaluronidaz, fosfolipaz-A2 bulunan, keskin kokulu, aci tatta,
sarimtirak renkte, sivi, hava ile temasinda ¢abuk kuruyup kristalize olan bir maddedir”

seklinde tanimlanmistir (Anonim, 1989).

Sekil 8. Ar1 zehiri

Arn zehiri eski caglardan beri agr azaltict ve agrili hastaliklara karsi tedavi edici
olarak kullanilmaktadir (Billinham vd., 1973). Art zehiri tedavisinin alternatif tipta
romatoid artirit, MS (Multiple Sclerosis), yaniklar, enfeksiyon ve zona gibi birgok

hastaligin tedavisinde etkili olduguna inanilmaktadir (Son vd., 2007).

1.3.6. Balmumu

Balmumu, 2-3 haftalik geng is¢i arilarin son 4 ¢ift karin halkalarindaki mum salgi
bezlerince salgilanan, karin halkalar1 arasindan ¢ikarken hava ile temasi sonucu katilagarak
pulcuk haline gegen, salgilandig1 anda beyaz renkte olan ve daha sonra koyulasan bir ar1
trtiniidiir (Dogaroglu, 2008). Arilar bu maddeyi yavru yetistirmek, bal ve polen depolamak

izere gerekli depo gozlerini 6rmek i¢in salgilarlar (Geng, 1993; Schmidt, 1997).
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Sekil 9. Dogal balmumu

Kimyasal yapisinda, alkali esterler (%72), serbest yag asitleri (%14),
hidrokarbonlar (%11), serbest alkoller (%1) ve bilinmeyen maddeler (%2) bulunur
(Dogaroglu, 2008).

Balmumu, aricilik sektoriinde temel petek yapiminda, marangozculukta agactan
yapilmis esyalarin parlatilmasinda, parke vernigi yapiminda ve boya endiistrisinde ¢esitli
amaglarla kullanilir. Kii¢iik heykel ve biblo endiistrisinde, madeni kap ve sise kapaklarinin
yapiminda yine bal mumundan yararlanilir. Ayrica 151k kaynagi olan mum tiretiminde,
parfiimeri endiistrisinde, kozmetikte dudak boyas1 yapiminda kullanilir. Bunlarin yaninda
insan saglig1 agisindan 6nemli ¢esitli merhem tiirli ilaglarin yapiminda, yliz kremlerinin
yapiminda ve dis¢ilik alaninda da bal mumunun kullanildig: bildirilmektedir (Sonmez ve

Atlan, 1992; Schmidt, 1997; Krell, 1996).

1.4. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamuis elektron igeren atom, molekiil
veya iyonlardir (Kopani vd., 2006; Staroverov ve Davidson, 2000). Bugiin serbest
radikallerin normal metabolizmaya ait bir iiriin oldugu bilinmektedir. Radikal metabolitler
aslinda aerobik organizmalarin kacinilmaz bilesikleri olup hiicrelerde kontrolli
kullanimlar1 ile bir dizi enzimin sentezi ve bircok organizmanin antibakteriyal
savunmasinda gereklidirler (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Radikallerin pek ¢ok hiicrede
molekiiler degisimlere ve gen mutasyonlarina yol agtig1 artik iyi bilinmekte olup yaslanma,
hiicresel hasar ve doku yikiminda rol aldigi kabul edilmektedir (Storz ve Imlay, 1999).

Serbest radikallerin baslica sigara, alkol ve lipit metabolizmasi triinleri, viriisler, giines
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isinlari, X 1smlart ve kozmik 1sinlar, sanayi atiklari, otomobil egzoz gazlari, ozon, agir
metaller, kirli su ve havadan da olusabildigi bilinmektedir (Sies, 1991).

Biyolojik serbest radikaller oldukg¢a dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif molekiiller
olup, elektronlar1 hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif stres (hasar)
meydana getirirler. Oksidatif stres, organizmadaki pro-oksidan ve antioksidan dengenin
bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Pro-oksidan sistem antioksidan sisteme baskin
geldiginde yani fazla miktarda oksidan bilesen iiretildiginde oksidatif stres ve dolayli
olarak serbest radikaller olusmaktadir (Kopani vd., 2006).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijen iceren serbest
radikaller olup bunlara serbest oksijen radikalleri (SOR) adi verilmektedir. SOR’lar
oksijenin suya indirgenmesi sirasinda ve farkli oksidatif stres mekanizmalariyla
olugsmaktadirlar. Oksijenin kendisi de bir radikal olup biradikal olarak adlandirilir ve yine
singlet oksijen molekiilii de radikalik bir ajandir. Oksijenin eksik indirgenmesi sonucu
olusan siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri en iyi bilinen radikallerdir
(Akkus, 1995). Molekiiler oksijenin bir elektron almasiyla siiperoksit (O,"), iki elektron
almasiyla hidrojen peroksit, ti¢ elektron almasiyla hidroksil (OH’) radikali olusmaktadir.
Bu radikaller oksijenin toksik etkisinin gercek nedenini olustururlar (Mccord, 1985; Bast
vd., 1991; Cheeseman ve Slater, 1993). Hidroksil radikali bilinen en zararli radikal olup
daha ¢ok radyokatif 1s1ma sonucu olusur. Biyolojik sistemlerde siklikla olusabilen reaktif

oksijen tiirleri Tablo 1’de verilmektedir.

Tablo 1. En sik karsilagilan reaktif oksijen tiirleri ve baz1 6zellikleri

Ad1 Simge Etkisi
Hidrojen radikali H Bilinen en basit radikal
Siiperoksit radikali 0," Oksijen metabolizmasinin ilk ara tiriinii
Hidroksil radikali OH"  En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikali
Hidrojen peroksit H,O, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi zay1f
Singlet oksijen 0, Yarilanma 6mrii kisa, gii¢lii oksidatif form
Perhidroksi radikali HO, Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu artirmaktadir
Peroksil radikali ROO™  Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere lokalize olma yetenegi
Triklorometil radikali CCly"  cCl, metabolizmast iiriinii, karacigerde iiretilen bir radikal
Tiyil radikali RS’ Silftrli ve giftlenmemis elektron igeren tiirlerin genel ad1
Alkoksil radikali RO Organik peroksitlerin yikimu ile iiretilen oksijen metaboliti
Azot monoksit NO L — argininden in vivo iiretilir

Azot dioksit NO,  NO'in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir
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1.5. Antioksidanlar

Oksidasyonu yavaslatan veya durduran ya da olusmasini engelleyen her tiirlii
molekiile antioksidan adi verilmektedir. Antioksidanlar hiicrelere zarar veren serbest
radikallerle reaksiyona girip onlar etkisiz hale getirerek, kanser dahil pek ¢ok hastaliga ve
erken yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlart dnleyen, yok eden veya etkilerini
azaltan molekiillerdir (Young ve Woodside, 2001). Antioksidanlar endojen (organizma
tarafindan sentezlenen) ve eksojen (disaridan besinlerle alinan) kaynakli olmak {izere
baglica iki ana gruba ayrilirlar (Halliwell, 1990; Halliwell vd., 1992). Endojen
antioksidanlar; enzimatik yapida olabilecekleri gibi nonenzimatik yapida da olabilirler
(Jerry vd., 2000).

Enzimatik antioksidanlar arasinda; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), enzimatik olmayan antioksidanlar
arasinda rediikte glutatyon (GSH), bilirubin, ferritin, albumin, seruloplazmin ve iirik asit
sayilabilir (Young ve Woodside, 2001; Fang vd., 2002; Mantle ve Preedy, 1999). Eksojen
antioksidan ise daha ¢ok bitkiler tarafindan sentezlenen ¢esitli vitamin ve fenolik maddeler
olup disaridan organizmaya alinip etkinlik gostermektedirler (Kolayli ve Keha, 1999).

Antioksidanlarin oksidatif hasardan koruma mekanizmalar su sekilde 6zetlenebilir
(Splettstoesser ve Werner, 2002):

1. Enzim aktivitesi tizerinden veya dogrudan kimyasal reaksiyonlar yoluyla,

2. Oksijenden tiireyen molekiillerin olusumunu engellemek suretiyle,

3. Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gegerek,

4. Uretilmis radikallerin temizlenmesi (detoksifikasyon) yoluyla,

5. Zayif reaktif tilirlerin daha zararh tiirlere doniisiimii i¢in gereksinim duyulan

metal iyonlarin1 baglayarak,

6. Hedef molekiilde olusan hasar1 onarma yoluyla,

7. Hasar ¢ok biiyiik oldugunda, hasara ugramis molekiilii uzaklastirarak.
1.5.1. Enzimatik Antioksidanlar
Katalaz (CAT) tariflenen ilk antioksidan enzimdir ve hidrojen peroksiti suya ve

oksijene c¢evirir (Young ve Woodside, 2001). Katalaz hiicre icerisinde daha ¢ok
peroksizomlarda (%80) lokalizedir (Halliwell, 1994).
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CAT
2H202—> 2H,O0+0

Enzimatik antioksidanlardan siiperoksit dismutaz (SOD), organizmada substrat
olarak serbest radikal kullanan tek enzim olup oksijenin hidrojen peroksite doniisiimiini

katalizler (Bast ve Guido, 1991; Battistoni vd., 1998).

B SOD
20, + 2H" —> H,0,+ O,

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hiicre iginde olusan hidrojen peroksit ve lipid
peroksitlerini indirger (Townsend vd., 2003). GSH-Px asir1 hidrojen peroksit varliginda
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSH) oksidasyonunu katalizler ve olusan H,0;’i
de suya doniistiiriiliir (Bray, 2000; Fang vd., 2002).

GSH-Px
H,O0,+ 2GSH — GSSG +2H; O

GSH-Px
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

Glutatyon rediiktaz (GSH-R), yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmis

glutatyona (GSH) doniigiimiinii saglar.

GSH-R
GSSG + NADPH + HY — 2GSH + NADP*

Gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolundan saglanmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 2000; Griffith, 1999).

Glutatyon-S-transferazlar (GST), basta arasidonik asit ve lineloat hidroperoksitleri
olmak tiizere lipid peroksitlerine karsi, selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek bir

antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar (Sies, 1999; Fang vd., 2002).

GST
ROOH + 2GSH——— GSSG + ROH + H,0
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1.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH); DNA sentezinde ve hasarli DNA pargalarinin onarilmasinda,
metabolik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale
doniistiirilmesinde  (detoksifikasyon) ve serbest radikallerin olas1 hasarlarinin
onlenmesinde gorev yapmaktadir (Chavan vd., 2005).

Askorbik asit (C vitamini); giiclii bir indirgeyici ajan ve antioksidandir. Stiperoksit,
peroksil ve hidroksil radikalleri ile reaksiyona girerek bir ara {iriin olan
semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidroaskorbik asidi (DHA) olustururken
reaksiyona girdigi radikali de etkisiz hale getirir. Membran igindeki ve ekstraselliiler
dokulardaki lipid perokidasyonunu onler. Askorbik asidin radikalik formu glutatyon
sistemi tarafindan askorbik aside yeniden dontistiiriiliir (Akkus, 1995; Mendiratta, 1998).

E vitamini giiglii bir antioksidandir ve membran fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu
doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden koruyucu bir savunma elemanidir. Her
bir E vitamini molekiilii iki oksidasyon zincirini durdurabilir. Singlet oksijenin kuvvetli bir
tutucusu olmasinin yaninda peroksi, hidroksil ve siiperoksit radikali ile direkt olarak
reaksiyona girebilir. Olusan tokoferoksil radikali glukuronik asitle konjuge edilerek safra
yoluyla atilir (Seven ve Candan, 1996; Bray, 2000).

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten gii¢lii singlet O, temizleyicidir.
Ayrica hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleriyle dogrudan reaksiyon vererek lipit
peroksidasyonunu onleyebilir (Kelly, 1998; Gruszecki ve Strzalka, 2005).

Urik asit; fizyolojik kosullarda singlet oksijen, hipoklorit ve hidroksil radikali gibi
reaktif bilesikleri baskilar. Fakat stiperoksit radikali ile dogrudan reaksiyona girmez.
Peroksit kaynakli lipid peroksidasyonuna karst korur. Bu da {iratin antioksidan etkileri
oldugunun bir gostergesidir (Becker, 1991).

Alblimin yapisinda bulunan ¢ok sayidaki siilfidril grubu araciliiyla bakir iyonlarini
baglar ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu ile hidroksil olusumunu inhibe eder (Bray,
2000; Zang vd., 2002).

Biliriibin; hem katabolizmas1 sonucu olusur. Lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi
ve hidroksil ve hidrojen peroksit radikallerinin temizleyicisi oldugu bilinmektedir (Bray,

2000; Zang vd., 2002).
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1.6. Bitkisel Kaynaklh Biyoaktif Bilesikler

Bitkiler, yiizyillardan beri tiim diinyada gidalarin tat ve aromasinin artirilmasinda
(Shelef, 1983), gidalardaki istenmeyen kokularin giderilmesinde (Giese, 1994) ve
hepsinden 6nemlisi de tedavi amagl olarak kullanilmistir. 20. ylizyilin basindan itibaren
tedavi amachi kullanilan bitkilerin ¢esitli 6zellikleri laboratuarlarda arastirilmaya
baslanmistir (Digrak vd., 1998).

Bitkiler tarafindan sentezlenen ve sekonder metabolitler olarak adlandirilan pek ¢ok
biyomolekiil; bitkilerde sinyalizasyon (mesajci), antioksidan, antimikrobiyal, insektisit,
herbisitler gibi koruyucu rollere sahiptir. Bu nedenle (karbohidratlar, proteinler ve yaglarin
sentezinden sonra) bunlar "ikincil bitki {iriinleri" veya "fitokimyasallar" diye adlandirilirlar
(Akyliz, 2007). Fitokimyasallar, 6zellikle sebze ve meyvelerdeki fenolikleri, flavonoidleri
ve karotenoidleri kapsarlar.

1.6.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik maddeler aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren
bilesiklerdir (Shahidi ve Naczk, 1995). Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler
olarak iki gruba ayrilirlar (Cemeroglu, 2004). Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde
en fazla bulunan sekonder metabolitlerden olup bugiin itibariyle bitki aleminde 5.000'den
daha fazla fenolik yapinin oldugu belirtilmektedir (Bravo, 1998). Polifenoller, bitkilerde
cesitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum, ¢igek, kok ve govde kisimlarinda dogal olarak
sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve Anklam, 2000). Fenolik bilesiklerin biiyiik
cogunlugunun  potansiyel olarak antioksidan, antikarsinogenik, antimutajenik,
antibakteriyel, antiviral ve antiinflematuar 6zellige sahip oldugu yapilan c¢aligmalarla
ortaya konulmustur (Almaraz vd., 2007; Evers vd., 2005; Harris vd., 2006; Middleton,
1998). Bitkiler sinirsiz sayida aromatik ve alifatik bilesik iretebilme yetenegine sahip
canlilar olup bitkiler ile yapilan tedavilere fitoterapi adi verilmektedir. Yapilan bilimsel
arastirmalarda bitkilerin icerdikleri fenolik madde miktarlar ile biyolojik aktif 6zellikleri
arasinda lineer bir iligkinin oldugu bildirilmektedir. Fenolik maddeler bitkisel kaynakli
besinlerin lezzetinden, aromasindan ve goriiniimiinden sorumlu oldugu gibi onun biyolojik

aktif 6zelliginden de sorumludurlar.
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1.6.1.1. Fenolik Asitler

Genelde, fenolik asitler bir karboksilik grubuna sahip olan fenollerdir. Fenolik
asitler, hidroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asit tiirevleri olmak iizere baslica iki alt
simifa ayrilirlar (Sekil 10), igerdikleri hidroksi ve metoksi gruplarmin yerlesimi ve

sayilarina gore ¢esitlenirler.

OH OH
OH (a) OH  (b)

Sekil 10. (a); Hidroksisinnamik asit, (b); Hidroksibenzoik asit

Bu iki fenolik bilesenden tiireyen fenolik asitlerin temel yapr aymi kalsa da,
aromatik halkasindaki hidroksil gruplarinin sayisi ve pozisyonuna gore degiserek farklilik
olusturmaktadir (Robbins, 2003). Cok yaygin olarak bulunan fenolik asitler: kafeik asit,
ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir. Fenolik asitler, gidalarin renkleri,
duyusal kaliteleri, beslenme ve antioksidan ozellikleri ile iliskilidir. Dolayisiyla, fenolik
asitlerin antioksidan ozellikleri ve potansiyel saglik yararlarinin ortaya ¢ikmasi ile bu
bilesiklere ilgi artmaktadir (Robbins, 2003).

R1 R1
R3 (@) R3 (b)

Asit R1 R2 R3 Asit R1 R2 R3

p-Hidroksibenzoik | H OH| H |p-Kumarik H OH H

Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H OH OH
Vanilik CH,O |oH| H | Ferulik CH,O| OH H
Siringik CH,O |OH |CH,O/| Sinapik CH,O0| oH | CH;O
Gallik OH OH| OQH

Sekil 11. Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit
tirevleri (Shahidi ve Naczk, 1995)
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1.6.1.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadir. Flavonoidlerin
yapisindaki -OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla glikozitlenir (Bilaloglu,
ve Harmandar, 1999; Saldamli, 2007). Flavonoidler yapisal olarak bes gruba ayrilirlar;
Antosiyanidinler, flavonlar ve flavonollar, flavanonlar, katesinler ve 16ykoantosiyanidinler

ve proantosiyanidinler.

Sekil 12. Flavonoidlerin genel yapisi (Shahidi ve Naczk, 1995).

1.6.1.2.1. Antosiyaninler

Antosiyaninler meyve ve sebzelerin pembe, kirmizi ve mor tondaki c¢esitli
renklerini veren suda ¢6ziinebilir nitelikteki renk pigmentleridir (Cemeroglu, 2004).
Antosiyaninler bir aglikon (antosiyanidin), seker ve bazen fenolik ve mindr organik
asitlerden olusur (MacDougall, 2002). Seker kismi genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve
arabinozdan meydana gelir. Ayrica p-kumarik, kafeik ve ferrulik asit gibi asitlerle de
acillenmis olabilir (Shahidi ve Naczk, 1995; Francis, 1985; Kurilich vd., 2005). Agillenmis
antosiyaninlerin, agillenmemis olanlara gore daha stabil oldugu saptanmistir (Cemeroglu,
2004).

Antosiyanin ekstraktlarinin saglik acisindan yararli bilesikler oldugu ve
farmakolojik 6zellikleri nedeniyle cesitli hastaliklarda tedavi etme amaciyla kullanildigi
bilinmektedir. Antosiyaninlerin arterioskleros ve kanser riskini azaltma, kan dolasimi
bozukluklarinda ve bazi gz hastaliklarinda tedavi edici niteligi bulundugu ortaya

konulmustur (Kurilich vd., 2005; Kirca, 2004).
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1.7. Karaciger

Karaciger; gastrointestinal sistem ve portal dolasim ile periferik organlar ve
sistemik dolagim arasinda yer alan, hem hepatik arter, hem de portal ven ile kanlanan
cesitli fonksiyonlara sahip viicudun deriden sonra en biiylik organi ve en biiyiik bezidir.
Karaciger, fizyolojik ve biyokimyasal olarak oral ve parenteral yolla alinan tiim ilag, toksik
maddeler ve mikrobik ajanlarla karsilasan ve onlarin zararh etkilerine maruz kalan bir
organdir. Karaciger siirekli olarak viicuda alinan zararli molekiilleri detoksifiye eder veya
onlarin olusturdugu hasara rejenerasyon yetenegiyle karsilik verir (Aksit ve ark., 1998;
Zimmerman ve Maddrey, 1987; Crawford, 2002). Ayrica karaciger kan sekerinin
diizenlenmesinden mineral maddelerin depolanmasina, safra asitlerinin ve kolesteroliin
iiretiminden, kan pihtilagma faktorlerinin diizenlenmesine kadar viicuda ait tiim biyosentez
ve regiilasyon ozellikleri yiiriiten yegane organdir. Karaciger hiicreleri olarak adlandirilan
hepatositler viicudun en fazla fonksiyon goren hiicreleridir (Diler ve Tietz, 2005).

Karaciger fonksiyonlari genellikle ksenobiyotikler (viicudun maruz kaldigr tiim
yabanci maddeler; alkol, ila¢ ve diger kimyasallar gibi) veya enfeksiyonlar tarafindan
bozulur. Ksenobiyotiklere siirekli veya asirt maruz kalma durumunda tedavi edilmemis
olgularda malign (k&tii huylu) lezyonlar veya siroz meydana gelir. Bugiinlerde bir¢ok insan
alkol, kimyasallar ve enfeksiyonlar tarafindan indiiklenen karaciger hasarina maruz
kalmaktadir. Bu yiizden akut ve kronik karaciger hastaliklar1 diinyada ciddi saglik sorunlari
olmaya devam etmektedir. Silimarin, Phyllanthus amarus ve glisirizin gibi bazi dogal
bilesikler karaciger hastaliklarina kars1 koruyucu rol oynadig bildirilmektedir (Shaker vd.,
2010; Pramyothin vd., 2007; Wan vd., 2009).

Kronik karaciger hastaliklari, hepatoselliiler hasar ile karakterize olup, genellikle
karaciger fibrozisi ve sirozu ile sonu¢lanmaktadir (Armbrust vd., 1997). Siroz; karacigerin
anatomik yapisinin fibrozis ve nodiillesme sonucu bozulmasidir. Siroz, ilerleyici ve kronik
bir karaciger hastaligidir (Sherlack ve Dooley, 1987). Siklikla alkolden kaynaklanir. Ancak
CCly zehirlenmesi, enfeksiydz hepatit gibi virus hastaliklari ve safra kanallarinin
enfeksiyonu gibi durumlari takiben de siroz gériilebilir (Giizel, 1996). Ilerleyici bir hastalik
olan siroz genellikle ileri evrelere ulasmadan bulgu vermez. Sirozda klinik bulgular

karacigerdeki hasarin derecesi ve portal hipertansiyonla iligkilidir (Kadayif¢i, 1998).
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1.8. Karbon Tetrakloriir (CCl,) ve Metabolize Edilmesi

Karbon tetrakloriir (CCls) saydam, yanici olmayan ve kolayca buharlasabilen
renksiz bir stvidir (Kus vd., 2005). Ayrica CCly, kuru temizleme amagli, ¢oziicii ve eskiden
dondurucu olarak kullanilan bir hidrokarbon bilesigidir (Farrell, 1998). CCl; viicuda
solunum, sindirim ve deri yoluyla alinabilir (Sismanoglu, 1995). Deneysel olarak yapilan
calismalarda CCl, tin karacigerde, mitotik aktiviteyi artirdigi, hepatositlerde dejenerasyon,
hepatik yag dejenerasyonu, mononiiklear hiicre infiltrasyonu, fibrozis, siroza ve kansere
neden oldugu gosterilmistir (Manibusan vd., 2007; Farrell, 1998).

Siganlarin ve insanlarin karaciger gibi temel organlart ve metabolizma sitemleri
benzerlikler gosterdiginden dolayr (Kogure vd., 1999) 6nce si¢anlar {izerinde deneysel
calismalar yapmak ve olumlu sonu¢ alinmasi halinde bir takim testlerden sonra insan
organizmasinda ¢alismak 6teden beri kabul edilen yoldur. Bu amagla, CCly ile siganlarin
karacigerleri hasara ugratilarak ari iirtinleri ile tedavi modeli uygulanmustir.

CCly, Kkaracigerde sitokrom P450 tarafindan triklorometil (CCl3’) radikaline
dontstiiriiliir. Triklorometil serbest radikali olustuktan sonra lipidler ve proteinler ile
kovalent baglar olusturarak triklormetil peroksite (CCI30;") veya hidrojen atomlarini
kaybetmis olan kloroform formuna déniisiir (Naziroglu vd., 1999; Slater, 1982; Recknagel
vd., 1989 ). Daha sonra lipit hidroperoksit ve malondialdehit gibi yapilar ile kisa zincirli
karbohidratlar olusur (Recknagel vd., 1989; Slater, 1982, Ogeturk vd., 2008). Olusan bu
serbest radikaller hiicre membranlarindaki fosfolipidlerde bulunan yag asitlerinin
peroksidasyonuna yol acarak hiicre harabiyeti meydana getirirler. Viicuttan atilimi basta

solunum yoluyla ve ¢cok az miktarlarda diski ve idrar yoluyladir (ATSDR, 2005).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanmilan Cihazlar

Calismalarimizda kullanilan cihazlar ve satin alindiklari firmalar1 gosteren bilgiler

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz Marka/Model

UV-VIS spektrofotometre Spectro UV-VIS Double PC-8 auto cell, Labomed
Inc, Culver City, USA

Dondurucu Joun sa Deep Freezer VXE490, Czech Republic

Homojenizator Ika-Werke, Ultra Turrax © T25 Basic, Germany

pH Metre Hanna pH 213, Romania

Santrifiij Hettich, 1406 Type, Universal 320R, Germany

Vorteks karistirict Heidolph, Reaxtop Vorteks Karistiric

Su banyosu Niive, ST 402

Magnetik karigtiric Heidolph MR 3001, Germany

Etiiv Binder ED 53, Germany

Kjeldahl diizenegi Gerhardt, Turbotherm, Germany

Rotary evaporator IKA, RV 05 basic, China

Sigan terazisi Kern-Sohn-GmbH, PCB-800-1, Germany

Mikro plate okuyucu Tunable, Versa Max, Microplate reader, USA

Otoanalizor Roche, Cobas 6000, Made in Germany

Otomatik mikrotom Leica RM 2255

Mikroskop Olympus BX-51; Olympus Optical Co, Ltd, Tokyo,
Japan

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup, metanol, etanol, neokuproine,
fosfotungustik asit, tiyobarbitiirik asit (TBA), trikloroasetik asit (TCA), 1,1,3,3-
tetrametoksipropan ve NaOH Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany) ve Merck
(Darmstadt, Germany) firmalarindan temin edilmistir.

Butillenmis hidroksi toluen (BHT) Applichem (Darmstadt, Germany) ve Trolox ® (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametil  kroman-2-karboksilik asit) Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Germany) firmasindan, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), Folin-Ciocalteu’s
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phenol reaktifi ve 2,4,6-tri (2-pridil)-S-triazin (TPTZ) Fluka Chemie GmbH (Buchs,
Switzerland) dan, sodyum asetat, ferrik kloriir, glasial asetik asit, HCI, KCI, sodyum karbonat,
H.SO, ve karbon tetrakloriir Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan temin edilmistir.
Zeytinyag1 i¢in Komili, s1izma zeytinyagi kullanilmistir.

2.3. Kullanilan Cozeltiler

Caligsmalarda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislart Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Cozeltiler ve hazirlaniglar

Cozeltiler Hazirlanisi

0,2 N Folin-Ciocalteu 2 N Folin reaktifinden 1:10 oraninda distile suyla seyreltilerek
kullanilir.

Trolox" 12,65 mg Trolox"” 50 mLye etanolle tamamlanir.

FRAP 300 mM pH 3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl;
(10:1:1)

TPTZ 234,249 mg TPTZ stok maddeden tartilip, 75 mL 40 mM’lik HCI
iginde ¢oziliir.

Asetat Tamponu 2,325 g NaCH3;COO.3H,0 iizerine 12 mL glasiyel asetik asit
ilave edilir. 750 mL’ye distile suyla tamamlanir.

HCI (40 mM) %37’lik HCI’den 340 pL alinir, son hacmi 100 mL’ye distile
suyla seyreltilir.

FeCly 324,4 mg FeClj; distile suyla 100 mL’ye tamamlanir.

0,084 N H,SO, % 98’lik H,SO, ten 570 uL alinir. Iginde bir miktar distile su
bulunan 250 mL’lik balon jojeye pipetlenir ve hacim 250 mL’ye
tamamlanir.

%10’luk Fosfotungustik asit H3(W3040)4.H,0’dan 0,5 g tartilip bir miktar distile suda ¢oziiliir,
4,5 mL’ye distile suyla tamamlanir.

0,8 mM CucCl, 0,00866 g CuCl, tartilir 80 mL distile suda ¢oziiliir. Tartim litre
bazinda hazirlanip, seyreltilir.

Tiyobarbiitirik asit (TBA) 0,335 g TBA tartilir. Bir miktar distile suda 1sitarak manyetik

reaktifi-Plazma i¢in karigtirici ile ¢oziildiikten sonra hacim 50 mL’ye tamamlanir.
Sonra 50 mL asetik asit ile karistirilir (Giinliik hazirlanir.).

Tiyobarbiitirik asit (TBA) 500 uL IN NaOH ¢ozeltisine 0,1 g TBA eklenir, 4 mL’ye distile

reaktifi-Eritrosit paketi i¢in suyla tamamlanir. Isitilir ve sogutulur. Son hacim distile suyla 10
mL’ye tamamlanir.

100 nmol/ml’lik 164,7 uLL TMP alinir, 0,1 N HCl ile ¢6zerek hacmi 100 mL’ye

1,1,3,3Tetrametoksipropan seyreltilir, 50°C’da 1 saat inkiibe edilir. Bu uzun siire saklanabilir.

(TMP) standard. Bundan distile suyla seyreltilme yoluyla istenilen
konsantrasyonlar elde edilir.

PBS ¢ozeltisi 0,14M NacCl (58,44g/mol), 2,7mM KCI (74,56g/mol), 8,1mM

Na,HPO,.7H,0 (358,14g/mol) tiim malzemeler karistirilir ve
pH=7,4’¢ ayarlanir. Son hacim 250 mL'ye tamamlanir.




Tablo 3’iin devami
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Sodyum azidli PBS (0,4 M)

0,026 g sodyum azid (Na-N3) 1 mL distile suda ¢6ziiliir ve 100
mL’ye PBS ile tamamlanir.

Trikloroasetikasit (TCA)

Trikloroasetikasit (TCA) 14 g TCA bir miktar distile suda
¢oziliip, 50 mL’ye distile suyla tamamlanir.

Ksantin (0,3mM)

0,00913 g ksantin bir miktar distile suda ¢oziiliip, 200 mL’ye
distile suyla tamamlanir.

EDTA (0,6mM)

0,023 g EDTA bir miktar distile suda ¢6ziiliip, 100 mL’ye distile
suyla tamamlanir.

NBT (150 uM)

0,0123 g NBT bir miktar distile suda ¢oziiliip, 100 mL’ye distile
suyla tamamlanir.

Na2C03 (400 mM)

2,12 g Na,COj3 bir miktar disitle suda ¢6ziiliip, 50 mL’ye distile
suyla tamamlanir.

2 M (NH,),SO,

2,65 g (NH,4),SO, bir miktar distile suda ¢oziiliip, 10 mL’ye distile
suyla tamamlanir.

Bovin Serum Albumin (BSA),
(1g/L)

0,030 g BSA bir miktar distile suda ¢oziiliip, 30 mL’ye distile
suyla tamamlanir.

Fosfat tamponu (pH=7,0 ; 50
mM)-Katalaz i¢in

6,81 g KH,PO, distile suda c¢oziilerek son hacmi 1 L’ye
tamamlanir. 8,9 g Na,HPO,.2H,O distile suda ¢oziilerek son

hacmi 1 L’ye tamamlanir. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraninda
karigtirilir ve pH=7,0 ‘ye ayarlanir.

240 pL %30’luk H,O,’den alinarak son hacim fosfat tamponu ile
50 mL’ye tamamlanir (Giinliik hazirlanir).

Hidrojen Peroksit

2.4. Numunelerin Temini ve Saklanmasi

Kestane bali, kestane poleni ve kestane propolisi érnekleri ZAYBIR den (Zonguldak
An Yetistiricileri Birligi) temin edilmistir. Ar siitii iSe Macahel Aricilik A.S. *den (Artvin)
temin edilmistir. Numunelerin tiimii 2010 sezonuna aittir.

Bal, polen ve propolis numuneleri analiz edilene kadar +4 °C’de, ar siitii -20 °C’de

saklanmustir.

2.5. Deney Hayvanlar

Calismanin planlanmasi asamasinda Karadeniz Teknik Universitesi, Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kuruluna basvuruldu. Alinan etik kurul karar1 dogrultusunda calisma planlandi
(2010/6 protokol nolu ve 05/03/2010 tarihli etik kurul onayz1).

Deneysel hayvan calismalari, Karadeniz Teknik Universitesi, Cerrahi Arastirmalar
Merkezi’nde gerceklestirildi. Deneylerde bu merkezden temin edilmis, agirliklar1 250-350 g
arasinda olan 49 adet Spraque Dawley tipi disi sigan kullanildi. Siganlar, deneye baslamadan

once kafes ortalamasi esit olacak sekilde segilen yedi adet sigandan olusan, tel kapakl plastik
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kafeslere alindi. Siganlar 22+2 °C’da, 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik ortamda ve standart
kafeslerde barmndirildi. Siganlar standart sican yemi ve c¢esme suyuyla beslendi. Deney

sliresince yem ve su alimi serbest birakildi.

Sekil 13. Deneyde kullanilan Spraque Dawley tipi disi siganlar

2.6. Numunelerde Yapilan Analizler

2.6.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Yaklasik 5 g polen tartildi. Uzerine 25 mL metanol eklendi. 1 giin boyunca
calkalayicida galkalandi. Daha sonra adi siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii ve belli hacimlere
metanol ile tamamlandi.

Propolisten yaklagik 5 g tartildi ve iizerine 25 mL metanol eklendi. 1 giin boyunca
calkalayicida calkalandi. Daha sonra adi siizgec kagidi kullanilarak siiziildii ve belli hacimlere
metanol ile tamamlandi.

Bal ekstrakt: hazirlamak ig¢in 25 g bal tartildi. Uzerine 50 mL metanol eklendi. 1 giin
boyunca calkalayicida ¢alkalandi. Daha sonra adi siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii ve belli
hacimlere metanol ile tamamlandi.

Art siitii i¢in de yaklasik 5 g ar siitii tartild1 ve {izerine 25 mL metanol eklendi. 1 giin
boyunca calkalayicida ¢alkalandi. Daha sonra alkoliin etkisiyle ¢oken proteinler santrifiij
edilerek ortamdan uzaklastirildi ve elde edilen metanolik siipernetanttan toplam fenolik

madde ve antioksidan aktivite tayinleri yapildi.
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2.6.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Yontem, suda ve organik c¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin
reaktifleri ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor—
menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkart ve Singleton,
1977).

Calismada, standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir madde olan gallik asit
standard1 kullanildi. Gallik asitin farkli konsantrasyonlar1 (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 ve
0,03125 mg/mL) hazirlanip, absorbanslari okundu. Konsantrasyona karsilik bulunan
absorbans degerleri ile grafik ¢izildi. Cizilen grafige gore bal, polen ve propolis
numunelerinin toplam fenolik madde miktar1 bulundu. Metodun yapilist Tablo 4’te

verilmistir.

Tablo 4. Toplam fenolik madde tayininde yapilan iglemler

Kor Standart Numune
Distile su 700 pL 680 uL 680 uL
Standart - 20 uL -
Numune - - 20 uL
0,5 N Folin Reaktifi 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

Tiipler karistirilir ve 3 dakika sonra

% 10’ luk Na,CO3 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

2 saat inkiibe edildikten sonra 760 nm’de absorbans okunur.

2.6.3. Toplam Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid miktar1 aliiminyum kloriir yontemi ile spektrofotometrik olarak
belirlendi (Chang vd., 2002). Yontemin esasi; aliiminyum kloriir C-4 keto grubu ve flavon ve
flavonollarin C-3 veya C-5 hidroksil grubundan herhangi biriyle kararli kompleksler ve
flavonoidlerin A ve B halkasindaki ortodihidroksil gruplari ile kararsiz kompleksler olusturur
(Chang vd., 2002). Standart olarak kuersetin kullanild: (1-0,03125 mg/ml). Konsantrasyona
karsilik bulunan absorbans degerleri ile standart grafigi ¢izildi. Cizilen grafige gore bal, polen

propolis ve ari siitii numunelerinin toplam flavonoid miktart bulundu.
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Tablo 5. Toplam flavonoid tayininde kullanilan miktarlar

Kor Renk kérti ~ Standart ~ Numune
Numune (degisen konsantrasyonlarda) - 0,5mL - 0,5mL
Standart - - 0,5mL -
Metanol 4,8 mL 4,5mL 4,3 mL 4,3 mL
% 10 AI(NO)3 0,1 mL - 0,1 mL 0,1 mL
1 M NH,CH5COO 0,1 mL - 0,1 mL 0,1 mL

40 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 415 nm’de absorbans okunur.

2.6.4. Toplam Antosiyanin Tayini

Toplam antosiyanin tayini pH-differansiyel metoduyla yapildi (Giusti ve Wrolstad,
2001; Fuleki ve Francis, 1968). Metodun ilkesi, monomerik antosiyaninlerin pH 1,0’de renkli
oksonium formunun; pH 4,5’da ise renksiz hemiketal formunun egemen olmasina baghdir.
Buna goére ortam pH’st 1,0 ve 4,5 oldugu zaman O0lgiilen absorbans degerlerinin farki,
dogrudan antosiyanin konsantrasyonu ile orantili bulunmaktadir.

Fuleki ve Francis, (1968)’de tarif edilen yontem modifiye edilerek tayin yapildi. 2,5 g
numune alimip, HCI ile asitlendirilmis (pH 4,0) etil alkol ile ekstraksiyon yapildi. 25 mL’ye
seyreltilmis 6rnekler manyetik karistirict ile 30 dakika karistirildi. Karisim 2 saat -18 °C’da
tutuldu, tekrar 10 dakika karistirildi. Karigim 10 dakika siire ile 3000 rpm’de santrifiij edildi.
Berrak kisimdan 5’er mL iki ayri erlene alindi. 1. Tiipe pH 1’deki KCl ¢ozeltisinden, digerine
ise pH 4,5’deki CH,COONa ¢ozeltisinden 20’ser mL eklendi ve yaklasik 30 dakika beklendi.
Bu esnada seyreltilmis berrak numunenin 250-600 nm arasinda spektrumu saptandi ve
numunelerin 520-530 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans (A vis-max) gosterdigi
belirlendi.

pH 1,0 ve pH 4,5’da, tampon ¢dzeltilerindeki 6rnek ¢ozeltilerin bu bekleme sonucunda
520 ve 700 nm dalga boylarinda, suya kars1 belirlenen absorbans degerleri 6l¢iildii ve toplam
monomerik antosiyanin icerigi hesaplandi. Hesaplamada antosiyanin miktarlar1 ifade
edilirken o gidadaki baskin antosiyanin hangisi ise onun cinsinden ifade edilmektedir. Elde
edilen maksimum absorbans degerini veren dalga boyunun Siyanidin-3-glukozitin maksimum

absorbans verdigi dalga boyuna denk geldigi i¢in sonuglar Siyanidin-3-glukozit (Cyn-3-glu)
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cinsinden hesaplanarak ifade edildi. Yapilan calismada bal, polen ve propolis Ornekleri
kullanildi.

St: (25/2.5).(25/5): 50

A (A X520~ A A700)pH 1,0 — (A As20- A A700)pH 45

(A).(MW). (Sy).1000

Monomerik Antosiyaninler, mg/kg :

(). 1

A : Diizeltilmis absorbans farki

MW : Baz alinacak antosiyaninin molekiil agirlig1 (Siyanidin-3-glukozit igin: 449,2)
(Giusti ve Wrolstad, 2001)

St : Seyreltme faktori

e : Molar absorbtivite katsayisi (Siyanidin-3-glukozit i¢in: 26.900) (Giusti ve
Wrolstad, 2001)

2.6.5. Demir (IIT) indirgeme / FRAP Yéntemi ile Antioksidan Kapasite Tayini

Metodun prensibi  ferrik  2,4,6-tripyridyl-s-triazin  kompleksinin  (Fe**-TPTZ)
antioksidanlarin varliginda renkli (mavi) ferrous formuna (Fe2+-TPTZ) indirgenmesi esasina
dayanir (Benzie ve Strain, 1999). Bu renkli kompleks 593 mn’de maksimum absorbans verir.

Kalibrasyon i¢in FeSO4’lin degisen konsantrasyonlart (100-1000 uM) kullanildi.
Calismada kullanilan FRAP reaktifi taze hazirlandi. Tayinde kullanilacak pipetlemeler Tablo

6’da verilmistir.
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Tablo 6. FRAP yonteminde yapilan pipetleme islemleri

Kor Numune Renk korii Standart
FRAP reaktifi 3mL 3mL - 3mL
Numune - 100 uL 100 uL
Standart - - - 100 pL
Saf su 100 uL - - -

4 dakika sonra 593 nm de absorbans okunur.

Sonuglar (numunelerin FRAP degerleri) aymi sartlarda test edilmis standart FeSO4
esdegeri antioksidan gii¢ olarak ifade edildi.

2.6.6. Bakar (II) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Metod, bakir(Il)-neokuproin kompleksinin ortama antioksidan ¢dzeltisi ilave edilmesi
sonucunda bakir(I)-neokuproine indirgenmesi esasina dayanir ve sonuglar i¢inde antioksidan
bulunmayan referansa kars1 450 nm’de absorbans degerlerinin dlgiilmesiyle elde edilir (Apak
vd., 2004).

Analizde standart olarak Troloks® (1-0,03125 mM) kullamlmustir. Elde edilen test
sonuglar1 Troloks® esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) cinsinden verilmistir. Bu ¢alismada

da yine bal, polen ve propolis 6rnekleri kullanildi.

Tablo 7. CUPRAC tayininde kullanilan miktarlar

Numune Standart Kor
10 mM CuCl;, 1mL 1mL 1mL
7,5 mM Neokuproin 1mL 1mL 1mL
NH;CH3COO tamp.(1 M, pH 7,0) 1mL 1mL 1mL
Numune 0,2 mL - -
Standart - 0,2 mL -
Saf su 0,9 mL 0,9 mL 1,1mL

1 saatlik inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbans okunur.
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2.6.7. DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal
olup Yu vd., (2002) tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanildi. Calismamizda
4 mg/100 ml olacak sekilde DPPH" radikalinin metanolik ¢6zeltisi hazirlandi. Numuneler
(bal, polen, propolis ve ar1 siitii) ve standart (Troloks™) degisik konsantrasyonlarda hazirlandu.
750 uL degisen konsantrasyonlardaki ekstraktlar ve 750 pL metanolik DPPH c¢ozeltisine
eklendi ve 1 saatlik inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbans Olgiildii. Absorbanslar
konsantrasyona kars1 grafige gegirildi ve %50 DPPH miktarin1 scavenge (temizleyen) eden
madde miktar1 (SCsq) belirlendi. SCsp degeri ne kadar diisiik ise DPPH temizleme degeri o
kadar ytiksektir.

2.7. Toplam Protein Miktari (%)

Polen ve art siitii 6rneklerinin toplam protein miktarlar1 yari otomatik Kjeldahl yakma
tinitesi kullanilarak Kjeldahl metoduna gore bulundu (AOAC, 2000). Metodun esasi organik
maddelerde bulunan proteinlerin  yapisin1 teskil eden amino asitlerin amonyaga
dontstiiriilerek, olusan amonyagin bir asitle titrasyonu esasina dayanir. Titrasyonla tespit
edilen amonyaktan formiil yardimi ile azot miktar1 bulunur.

Metoda gére 1 g numune Kjeldahl tiipiine konuldu. Uzerine 0,5 g CuSQ4.5H,0
ardindan 15 g K,SO4 ve 0,1 g kadar SeO; (veya selenyum siyahi) koyup karigtirildi. Karigim
tizerine dikkatlice 25 mL derisik siilfiirik asit (d=1,84 glcm3) eklenip, dondiiriilerek karistirildi
ve 1siticl iizerine oturtuldu. Numune renksiz veya agik mavi-yesil ya da sar1 renkli berrak bir
cozelti elde edilinceye kadar 1sitildi. Berraklasmadan sonra en az 30 dakika daha kaynatildi.
Yas yakmasi tamamlanmis balon igerigi sogutularak 300 mL saf su yavas yavas ve siirekli
karistirarak eklendi ve sogumasi i¢in bir siire bekletildi.

Destilasyonda %4 liik indikatorlii borik asitten her 6rnek i¢in 25 mL kullanildi. Her
ornek yaklasik 30 dakika destile edildi. Destilasyon iinitesinde kullanilan NaOH %10’ luktur.
Destilasyondan sonra 0,1 N HCI ile destilat titre edilerek harcanan miktar kaydedildi ve

asagidaki formiile gore hesaplama yapildi.

% Protein=Nxfx (V1-Vp)x0,014x CFx 100/ m
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N: Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi

V. Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin hacmi, mL

Vy: Tanik deneydeki titrasyonda kullanilan HCI ¢ozeltisinin hacmi,mL
f: Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin faktori

CF : Azottan proteine ¢evirme faktorii

m: analiz i¢in alinan numunenin kiitlesi, g

2.8. Deneysel Hayvan Calismalari

2.8.1. Deney Hayvanlarina Verilecek Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bal, polen ve ar siitiiniin sulu ekstraktlar1 hazirlandi. Propolis 6nce %98’lik alkol ile
¢oziildii. Daha sonra ¢oziicli evaporatorde ucuruldu. Kalan kisim %24°liikk alkolde ¢oziildii.
Hayvanlara verilecek olan dozlar bal, polen ve propolis i¢in 400 mg/Kkg, ar1 siitii i¢in 50 mg/kg
olarak ayarlandi. CCly ise zeytin yagi ile 1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi. Calisma igin 7
grup olusturuldu ve toplam 49 sigan kullanild1 (n=7). Hayvanlara 7 giin boyunca Tablo 8’de
belirtildigi gibi uygulama yapildi.

2.8.2. Deney Gruplari ve Uygulamalar

Tablo 8. Deney gruplar1 ve yapilan uygulamalar

Grup No Grubun Adi Uygulama
Grup | Serum fizyolojik kontrol | Sicanlara periton i¢i (intrepieritonal: i.p.)
grubu yolla, karnin sol tarafina, yedi giin

boyunca serum fizyolojik (SF) (0,8
mL/kg) verildi.

Grup 11 Etil alkol kontrol grubu Sicanlara i.p. yolla karnin sol tarafina,
yedi giin boyunca 0,8 mL/kg etil alkol
verildi.

Grup I CCl4 Grubu 0,8 mL/kg dozda karbontetrakloriir (CCly)

yedi giin boyunca karnin sag tarafina

verildi.
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Tablo &’in devami

Grup IV Polen grubu Yedi giin boyunca 0,8 mL/kg dozda CCl,
karnin sag tarafina verildi. Ardindan gavaj
yoluyla 400 mg/kg dozda suda ¢6ziinmiis

polen siganlara verildi.

Grup V Propolis grubu Yedi giin boyunca 0,8 mL/kg dozda CCl,
karnin sag tarafina verildi. Ardindan gavaj
yoluyla 400 mg/kg dozda %24’lik etil
alkolde ¢oziinmiis propolis siganlara
verildi.

Grup VI Bal grubu Yedi giin boyunca 0,8 mL/kg dozda CCl,

karnin sag tarafina verildi. Ardindan gavaj
yoluyla 400 mg/kg dozda suda ¢6ziinmiis

bal si¢anlara verildi.

Grup VII Art siitii grubu Yedi giin boyunca 0,8 mL/kg dozda CCl,
karnin sag tarafina verildi. Ardindan gavaj
yoluyla 50 mg/kg dozda suda ¢6ziinmiis

ar1 stitii siganlara verildi.

2.8.3. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhig Olciimii

Siganlarin ilk giin ve son giin (8. giin) olmak iizere viicut tartimlar1 £0,1 hassasiyette
elektronik tarti ile alinmustir. Sicanlardaki agirlik degisimleri, ¢alismanin ilk giinii tespit

edilen baslangi¢ degerlerine gore, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Agirlik degisim orani = 100 x (Agirlikg — Agirliky) / (Agirliky)
Agirlikg: 8. Giin 6l¢iilen agirlik (g)
Agirliky: 1. giin dlgiilen agirlik (g)
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2.8.4. Deney Hayvanlarindan Orneklerin Alinmasi

Son uygulamadan 24 saat sonra (8. giin) tiim gruptaki sicanlar dekapite edildi. Sicanlar
dekapite edilir edilmez hayvanlarin kanlari cam huni yardimiyla %3,2’lik sodyum sitrat i¢eren
tiiplere alind1. Tipler 3-5 dakika alt iist edildi. Daha sonra siganlarin karacigerleri alindi ve
%1,15’lik KCI igerisinde saklandi. Ayrica histopatolojik inceleme i¢in karaciger kesitleri

alind1 ve %10’luk formaldehitte saklanda.

2.8.5. Orneklerde Yapilan On islemler

%1,15’lik  KCl igerisindeki karacigerler alinarak buz banyosu icerisinde
homojenizatérde (17500 L/dak.) homojenize edildi. Elde edilen homojenizatlar santrifiij
tiiplerine alindi. Tiipler sogutmali santrifiijde (+4°C) 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant kisimlari alind1 ve -80°C’de saklandi.

Kanlar 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Plazma kismi alindi ve -80°C’de
sakland1. Plazma eldesinden kalan ¢okelti iizerine esit miktarda serum fizyolojik eklendi,
calkaland1 ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan kisim atildi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi. Daha sonra dipteki ¢okelti iizerine 1,5 kat1 kadar soguk saf su eklendi, karistirildi

ve eritrosit paketleri elde edildi.
2.9. Biyokimyasal Analizler

Karaciger siipernatantlarinda, plazmalarda ve eritrosit paketlerinde MDA ve SOD
analizleri spektrofotometrik olarak yapildi. Plazmalarda ALT ve AST enzim Ol¢iimi

otoanalizorde, satin alinan ticari kitlerle biyokimya laboratuarinda ¢alisildi.

2.9.1. Siiperoksit Dismiitaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Ksantin oksidaz araciligi ile iiretilen O, radikalinin reaksiyon ortamindan nitroblue
tetrazolium (NBT) indirgenmesinin numunede bulunan SOD enzimi tarafindan engellenmesi
prensibine dayanir (Sun vd., 1988). NBT’nin indirgenmesi ile 560 nm dalga boyunda
maksimum absorbans veren mor renkli formazan olusur. SOD aktivitesinin biiyiikliigii olusan

formazanin absorbansiyla ters orantilidir.



33

Karaciger, plazma ve eritrosit paketlerinin SOD aktiviteleri Sun vd., (1988) metoduna
gore tayin edildi. Analizde kullanilacak olan reaksiyon karisimi taze hazirlandi. Reaksiyon
karisiminda 0,6 mM EDTA, 400 mM Na,COs3, 0,3 mM Ksantin, 1 g/L BSA ve 150 uM NBT
(nitroblue tetrazolium) bulunmaktadir. Calismamizda kullanilan karisim i¢in 80 mL EDTA,
48 mL NayCOj;, 160 mL Ksantin ve 24 mL BSA ¢ozeltilerinden eklendi ve karistirildi.
Uygulamanin hemen 6ncesinde 80 mL NBT eklendi ve karistirildi. Reaksiyon karigimimiz
hazir hale geldi.

Ksantin oksidaz enziminin bu ¢alismada 167 Unite/L’lik bir konsantrayonda, buzlu
(NH,) 2SOy igerisinde taze olarak hazirlanmasi gereklidir. Stok Ksantin oksidaz enzimi

37 mg protein/mL x 0.5 U/mg protein = 18.5 U/mL = 18500 U/L

18500 U/L. X = 167000 U/L .4 mL =—>  X=0,0361 mL

36,1 ul stok Ksantin oksidaz’dan alindi, 4 mL’ye buzlu 2M (NH4),SO, ile
tamamlandi.

SOD standartlar1 saf su ile 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0.5, 0 (kor) U/L olarak hazirlandu.

Analizden 6nce numunelere (karaciger dokusu, plazma ve eritrosit paketi) 6n hazirlik
yapildi. Bunun i¢in 0,5 mL numune iizerine 400 pl etanol:kloroform (5:3) karisimindan
eklendi. Karigim 1 dakika vortekslendikten sonra 18000 g’de 1 saat santrifiij edildi.
Stipernatant kismi1 alindi. Numune olarak siipernatantlar kullanildi. Pipetlemeler Tablo 9°da

verildigi gibi yapildi.

Tablo 9. SOD analizi i¢in kullanilan miktarlar

Numune Standart Kor
Numune 250 uL - -
Standart - 250 puL -
Reaksiyon karigsimi 1,25 mL 1,25 mL 1,25 mL
Ksantin oksidaz 25 uL 25 uL 25 uL
25 dakika 25°C’de inkiibe edilir.
CuCl, 0,5mL 0,5mL 0,5mL

CuCl, ilavesinden sonra tiipler karistirildi ve 560 nm’de absorbanslar1 okundu.
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2.9.2. Malondialdehid (MDA) Seviyesinin Belirlenmesi

Lipit peroksidasyon iirlinii olan MDA, oksidatif stresin bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Metot, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile MDA’ nin olusturdugu pembe renkli
kompleksin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiilmesi esasina dayanir (Jain
vd., 1989). MDA standarti olarak 1,1,3,3-Tetrametoksipropan kullanildi. Stok ¢ozeltiden (100
nmol/mL) seri seyreltme ile 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 ve 0 konsantrasyonlarda

standartlar hazirlandi.

2.9.2.1. Karaciger Dokusunda MDA Seviyesinin Olciilmesi

Karaciger homojenatlarinda MDA seviyeleri Mihara ve Uchiyama’nin (1978)
spektrofotometrik metoduna gore yapildi. 0,5 mL homojenat iizerine 3 mL %1’lik H3PO,
eklendi ve karistirildi. Daha sonra 1 ml % 0,67’lik tiyobarbiitirik asit (TBA) ilave edildi.
Karisim 45 dakika 100°C’deki su banyosunda bekletildi. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve 532 nm’de absorbanslar1 okundu. Numuneye uygulanan islemler

standartlara da uygulandi. Sonuglar nmol MDA/ mL homojenat olarak verildi.

2.9.2.2. Eritrosit Paketlerinde MDA Seviyesinin Belirlenmesi

Shafig-Ur-Rehman’mn (1984) yontemi modifiye edilerek eritrosit paketlerinde MDA
tayini yapildi. 50 pL eritrosit paketi tizerine 450 pL azitli PBS ilave edildi. Elde edilen 500
pL’lik karisim 37°C’da 10 dakika karistirildi. Uzerine 250 pL PBS ilave edildi. 2 saat siireyle
37°C’da inkiibe edildi. Elde edilen bu 750 pL’lik karisimdan 150 pL alinir {izerine 100 pL
TCA ilave edildi. Bu karigim 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatanttan 150 pL baska bir eppendorfa alinip tizerine 50 uLL TCAve 50 uL TBA eklendi.
Bu 250 pL’lik karisim 15 dakika kaynamakta olan suda bekletildi. Soguyunca 532 nm ve 600
nm’de mikro plate okuyucuda absorbanslar1 okundu.

MDA standartlarindan 150 pL alinip siipernatant asamasindan sonraki islemler

gerceklestirildi. Sonuglar nmol MDA/ mL eritrosit paketi olarak verildi.
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2.9.2.3. Plazmada MDA Seviyesinin Belirlenmesi

Yagi, (1994)’ e gore plazmalarda MDA seviyesi tespit edilmistir. Lipid peroksidasyon
iriinii (MDA) ile tiyobarbitiirik asit arasindaki reaksiyon sonucu olusan kirmizi renk
spektrofotometrik olarak olciildii. TBA ile reaksiyona girerek ayni rengi veren suda ¢ozliniir
maddeleri uzaklastirmak i¢in serum lipitleri proteinle birlikte fosfotungstik asit/siilfiirik asit
sistemiyle ¢oktiriildii.

0,15 mL plazma tizerine 1,2 mL H,SO4 (0,084 N) ve 1,2 mL fosfotungistik asit
(%10’luk) eklendi ve karistirildi. 5 dakika beklendikten sonra 4600 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra st faz atildi. Coken kistm 2 mL saf su ile vortekslendi. Her
numunenin iizerine 0,5 mL TBA eklendi ve 100°C’de 1 saat beklendi. Daha sonra 4000
rpm’de 10 dakika santrfiij edildi ve 532 nm’de absorbanslar1 okundu.

Standartlarin hazirlanmasinda ise; 2 mL standart iizerine 0,5 mL TBA eklendi ve
100°C’de 1 saat beklendi. Daha sonra 532 nm’de absorbanslari okundu. Sonug¢lar nmol

MDA/mL plazma olarak ifade edildi.

2.9.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde Aebi (1984) metodu kullanildi. Yontem
katalazin hidrojen peroksiti (H20,) parcalayip uzaklastirmasi esasina dayanmaktadir.

Plazma ve karaciger dokusunda katalaz aktivitesine bakilmistir. Plazma ve dokularda

gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra Tablo 10°daki gibi pipetleme yapildi.

Tablo 10. Katalaz aktivitesinde kullanilan miktarlar

Reaktifler Kor Numune
Fosfat Tamponu 750 uL -
Numune 1500 pL 1500 pL
H20; - 750 uL

H,0; eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 sn siireyle her 10

sn’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diistisler izlendi. Reaksiyonun hiz sabiti
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kullanilarak katalazin spesifik aktivitesi ol¢iildii. 10 sn’lik aralik i¢in asagidaki formiile gore

hesaplamalar yapildu.

k= (2,3/10) x log(A/A,) s*

A= Baslangi¢ Absorbansi A= 10 s sonraki absorbans

Yukaridaki formiile gore bulunan k degeri seyreltme faktortii ile carpildi.

2.10. Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik ¢alismalar KTU Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilimdali laboratuarinda
Doc. Dr. Esin YULUG tarafindan gerceklestirildi. Calisma sonunda her bir gruba ait
sicanlardan c¢ikarilan karaciger dokular1 %10’luk formaldehitte 48 saat tespit edildi. Tespit
sonras1 dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Xylen’de seffaflastirildiktan
sonra parafine gomiildii. Parafin bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica RM 2255) ile 4
um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler Hematoksilen Eozin (H&E) ile boyandi. Elde
edilen preparatlarin histolojik degerlendirmesi, c¢alisma gruplarindan habersiz, bu konuda
deneyimli bir histolog tarafindan 11k mikroskopik olarak (Olympus BX-51; Olympus Optical
Co, Ltd, Tokyo, Japan) yapildi. Degerlendirmede tiim preparatlar X40, X100, X200 ve X400
biiyiitmede sirasi ile gézden gecirildi. Degerlendirmede dncelikle H.E ile boyanan preparatlar
genel histolojik yap1 agisindan degerlendirildi. Daha sonra elde edilen bulgulara gore yari
kantitatif hasar skorlamasi yapildi. Yar1 kantitatif hasar skorlamasinda karaciger dokusu
hepatosit dejenerasyonu, siniizoidal aralikta genisleme ve yaglh degisiklik agisindan

degerlendirildi.

2.11. istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0 for
Windows® istatistik paket programi ve Microsoft® Excel (for windows XP) kullamldi.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edildi ve p<0.05 olasilik degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Gruplar arasinda istatistiki olarak fark olup olmadigini test etmek
icin Kruskal-Wallis non-parametrik testi kullanildi. iki bagimsiz grup arasinda iliski olup

olmadig1 Pearson korelasyon testine gore ve dnemlilik testleri p<0.05 seviyesinde incelendi.



3. BULGULAR

3.1. Antioksidan Aktivite Ol¢iimleri

3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar:

Bal, polen, propolis ve ar1 siitinde gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra toplam
fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi ve gallik asit standardi kullanilarak tayin

edildi. 760 nm'deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x-

ekseninde gosterilerek bir standart ¢calisma grafigi hazirlandi (Sekil 14).

Gallik Asit

1,000
T 0,800
S 0,600
2
=~ 0,400 y = 1,4877x +0,0709
3 R? = 0,9939
< 0,200 -

0,000 . . . . .

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konst. (mg/ml)

Sekil 14. Gallik asit standart ¢caligma grafigi

Toplam fenolik madde miktar1 gallik asit kalibrasyon denkleminden yararlanarak
hesaplandi. 3 paralel tekrar yapildi ve ortalamalar alindi. Elde edilen sonuglar Tablo 11’de
verilmistir. Propolisin en yiiksek fenolik madde igerigine, ar siitlinlin de en diisiik fenolik

madde igerigine sahip oldugu bulundu.
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Tablo 11. Bal, polen, propolis ve ar1 siitiiniin toplam fenolik madde miktarlari

Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Numuneler
(mg GAE/g numune)
Ar siitii 4,29 + 0,03
Polen 13,78 + 0,34°
Propolis 183,86 + 6,35°
Bal 0,95+ 0,07°

Harfler gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigini géstermektedir (p<0,05)

3.1.2. Toplam Flavonoid Miktari

Toplam flavonoid analizinde numunelerin flavonoid madde miktar1 kuersetin esdegeri
olarak verilmistir. Béliim 2.6.3’de anlatilan metoda gére tayin yapilmigtir. Oncelikle kuersetin
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 15). Daha sonra kalibrasyon egrisinden yararlanarak
numunelerin toplam flavonoid miktarlar1 belirlendi. 3 paralel tekrar yapildi ve ortalamalar

alind1. Elde edilen sonuglar Tablo 12°de verilmistir.

Kuersetin

14
1,2 -

1 .
038
06
04

y=5,2967x +0,0008
R?=0,9995

Abs (415nm)

0 T T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03

Konst. (mg/ml)

Sekil 15. Kuersetin standart ¢alisma grafigi
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Tablo 12. Numunelerin toplam flavonoid miktarlar

Toplam Flavonoid Miktarlari

Numuneler (mg Kuersetin/g numune)
A siitii 1,16 +0,08"
Polen 1,64 +0,11°
Propolis 106,61 + 2,36°
Bal 0,56 + 0,03*

Harfler gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigin1 géstermektedir (p<0,05)

3.1.3. Toplam Antosiyanin Miktar:

Bu yontem, antosiyaninlerin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyundaki
absorbans degerlerinin ortamin pH degerlerine gore degisiminin dlglimiine dayanmaktadir.
pH-diferansiyel metodunun ilkesi, monomerik antosiyaninlerin pH 1,0’de renkli oksonium
formunun egemen olmasina dayanmaktadir. Buna gore ortam pH 1,0 ve pH 4,5 oldugu zaman
Olciilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan antosiyanin konsantrasyonu ile orantili
bulunmaktadir. Orneklerin (bal, polen, propolis) en yiiksek absorbans gosterdigi 520 nm ve
700 nm’de, 1 cm’lik kiivetlerde absorbans degerleri saptanmis ve toplam antosiyanin miktari

siyanidin-3-glikozit cinsinden hesaplanmistir (Tablo 13).

Tablo 13. Orneklerin toplam antosiyanin miktarlar:

Toplam Antosiyanin Miktarlar:

Numuneler (mg Cyn-3-glu/g numune)
Polen 4,06 +0,11°
Propolis 5,11+ 2,36°
Bal 0,13 +0,03*

Harfler gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigini1 gostermektedir (p<<0,05)
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3.1.4. Demir (IIT) indirgeme / FRAP Yéntemi ile Antioksidan Kapasite Tayini

Demir (III) Indirgeme/Antioksidan Kuvveti yontemiyle 595 nm’de numunelerin
antioksidan kuvvetine bakildi. Bu metotta artan absorbans yiiksek Fe*™ indirgeme kuvvetini
gostermektedir. Kalibrasyon egrisi FeSO,4.7H,O’un degisik konsantrasyonlarindaki absorbans

degerlerinden faydalanarak ¢izildi. Kalibrasyon egrisinden faydalanarak orneklerin demir (111)

indirgeme kuvvetleri hesaplandi.

FeSO,.7H,0
0,800
E 0,600 -
<
P
B 0,400 - y=0,0006x+ 0,1288
2 R%=0,9899
< 0,200 -
0,000 . ; ; . ;
0 200 400 600 800 1000 1200
Konst. (M)

Sekil 16. Demir siilfat standart ¢alisma grafigi

Tablo 14. Numunelerin demir (I11) indirgeme kuvvetleri

Numuneler Demir (I1T) indirgeme Kuvveti (FRAP)
(umol FeSO,4.7H,0O/g numune)

Ar siitii 1,80 £ 0,14%
Polen 48,75 + 2,60°
Propolis 1416,2 +0,07°

Bal 1,02 + 0,022

Harfler gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigin1 géstermektedir (p<0,05)
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3.1.5. Bakar (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Kalibrasyon egrisi Troloks™un degisik konsantrasyonlarindaki — absorbans
degerlerinden faydalanarak ¢izilmistir. Troloks® konsantrasyonundan yola ¢ikarak

numunelerin antioksidan kapasitesi ve mM Troloks® esdegeri /g numune olarak antioksidan

giic (TEAC) ifade edildi.

Troloks

1,000
0,800 -

0,600 -

y =0,8321x + 0,0033

0,400 -
R? = 0,9999

Abs. (450nm)

0,200 -

0,000 - T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konst. (mM)

Sekil 17. Troloks standart ¢calisma grafigi

Tablo 15. Numunelerin bakir (IT) indirgeme kuvvetleri

Numuneler Bakar (I1) indirgeme Kuvveti (CUPRAC)
(mmol TEAC/g numune)

A1 siitii 0,03 +0,01°
Polen 0,19 + 0,06"
Propolis 2,95+0,11°
Bal 0,01 +0,01°

Harfler gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigini géstermektedir (p<0,05)

3.1.6. DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi

Artan numune konsantrasyonuna karst 517 nm’deki absorbanslar grafige gecirilerek

elde edilen grafiklerden antioksidan kapasiteler kantitatif olarak ifade edilmistir. Antioksidan
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aktivite, numunelerin SCsy degerleri belirlenerek karsilastirilmistir. SCsp, baslangic DPPH’

radikal ~ konsantrasyonunu

(kontroliin  absorbansini)  yariya

diisiren  numune

konsantrasyonudur. Sonuglar mg/ml cinsinden verildi. Standart olarak Troloks® kullanilmustur.

50

SC50 (mg/ml)

DPPH Radikali Temzileme Aktivitesi

45 A
40 -
35 -
30 A
25 -
20 -
15 A
10 A

0,02

38,72

19,64

0,49

-

0,07

Troloks

Arisutl Bal Polen

Propolis

Sekil 18. DPPH radikali temizleme aktivitesi tayinleri sonucu elde edilen SCs

degerleri

SCso degerlerini veren grafikten de anlasilacagi gibi; propolisin DPPH temizleme

kapasitesi diger numunelerden oldukga 1yidir.

3.1.7. Toplam Protein Miktari

Yar1 otomatik makro Kjeldahl yakma tinitesinde yapilan azot miktar tespiti ardindan

polen ve ari siitiinde bulunan protein miktarlar1 hesaplandi ve Tablo 16° da verildi.

Tablo 16. Polen ve art siitiiniin protein miktari

Numune Ortalama%oProtein
Ar suti 13,00
Polen 16,80
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3.2. Deney Hayvanlar1 Uygulamalari

3.2.1. Deney Hayvanlariin Viicut Agirhg Olciimii

Sicanlarin agirlik takipleri sekiz giin boyunca yapildi ve 1. giin sonundaki agirliklar
ve 8. gilinkii (dekapitasyon yapildigi giin) agirliklar1 baz alinarak viicut agirlik degisimleri
hesaplandi (Tablo 17). Agirlik degisim orani asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmuistir.

Agirlik degisim orani = 100 x (Agirlikg — Agirliky) / (Agirliky)

Agirlikg: 8. Giin dlgiilen agirlik (Q)

Agirliks: 1. giin dlgiilen agirlik (g)

Tablo 17. Deney hayvanlarinin viicut agirhigi degisimleri

Grup Adi Grup Agirlik Ortalamast (g) Agl(glrlfnll)(eoii)sim
1.Giin 8.Giin
Serum fizyolojik 214 + 17,75 223 +£22,10 +4,21
Etil alkol 215+1944  213+17,29 -0,93
CCly 219+ 18,79  211+17,72 -3,65
Polen 218+19,36 213+ 20,06 -2,29
Propolis 216 +£20,23 210 + 14,20 -2,78
Bal 213+ 11,29 213+ 13,75 0,00
Ari siitll 219+24,16 219+ 19,86 0,00

3.2.2. Biyokimyasal Analiz Sonuclari

Plazma, eritrosit paketleri ve karacigerdeki SOD aktivitesi spektrofotometrede
belirlendi. Plazma, eritrosit paketleri ve karacigerlerdeki MDA miktarlar1 1,1,3,3-
Tetrametoksipropanin 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 nmol/mL’lik standartlar1 kullanilarak
hazirlanan MDA standart egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar nmol MDA/numune olarak
ifade edildi. Eritrosit paketlerinde okumalar iki farkli absorbans degerinde 532 nm ve 600
nm’de yapildi. Plazma ve karaciger dokusunda CAT aktivitesi spekrofotometrede absorbans

diistisii izlenerek belirlendi.
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3.2.2.1. Plazmada Yapilan Olciimlerin Sonuglar

Plazmalarda AST ve ALT degerleri otoanalizérde, SOD aktivitesi, MDA miktar1 ve

CAT aktivitesi spektrofotometrede belirlendi. Standartlardan elde edilen kalibrasyon

grafikleri Sekil 19°da, grafikten yararlanarak elde edilen sonuglar Tablo 18’de verilmistir.

Plazma AST ve ALT Degerleri

1400
1200
1000
800 -

UL

600 -
400 A

i
0 r

SF

m]ﬂﬂuﬂuﬂ

Etanol Polen Propolis Bal Arisita

Gruplar

O AST
BALT

Sekil 19. Gruplarin AST ve ALT diizeyleri

SOD Standart Grafigi
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o i 2
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X
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Sekil 20. S

OD standart ¢aligma grafigi



Tablo 18. Plazmaya ait parametreler
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Gru ad AST ALT SOD CAT
\ \ el oo
fupa (U/L) (U/L) (U/ml plazma) (KU/L)
_ 5
Serum fizyolojik 990 4 46° 61+ 10° 0,16 + 0,342 0,128 + 0,09
. b
Etil alkol 170+ 3% 541 6 0,04 + 0,06 0,042 +0,01
a
ek 13034205 1080520 002004 DO EOY
e
rolen M 4P 22spyp  OATETEN OO0
- f
Propolis 409 4 68" 205 £ 47" 012+ 1191° 0,116 + 0,09
d
U c
Art siitii 410+ 112°  204+73°  007+12,10° 0087002

Harfler gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigin1 géstermektedir (p<0,05)

Plazma AST ve ALT diizeylerine bakildiginda CCl, grubunda enzim miktarinin ¢ok
yiiksek oldugu ve art iriinlerinin CCly seviyesini azalttigi goriildii. Plazma MDA seviyesi
tayin sinirlarinin altinda oldugu i¢in belirlenemedi. CAT aktivitesine bakildiginda propolisin

daha iyi oldugu goriildii. SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlam bulunamadi.

3.2.2.2. Karaciger Dokusunda Yapilan Olciimlerin Sonuglar

Gruplara ait karaciger doku 6l¢iim sonuglar1 Tablo 19°da, standart egri grafigi Sekil

21’de verilmistir.
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MDA Standart Grafigi

o o
o o
1

o
IS
1

y =0,0509x - 0,0087
R? = 0,9998

Abs. (532 nm)
o o
N w

Kons. (nmol/ml)

Sekil 21. Karaciger dokulari i¢in hazirlanan MDA standart ¢alisma grafigi

Tablo 19. Karaciger dokularina ait parametreler

Grup ads MDA "SOD CAT-

(nmol/g doku) (U/g doku) (k/g protein)
Serum fizyolojik 9.28 + 1,00° 1,39 + 0,012 0,022 + 0,02°
Etil alkol 11,24 + 0,40° 1,75 +0,34° 0,014 +0,01°
CCly 2123+ 1.19f 6,40 + 1,09" 0,006 + 0,01°
Polen 12,50 = 0,50° 4,33 +1,23° 0,012 +0,02°°
Propolis 10,71 + 0.70° 3,52+0,35° 0,019 +0,03¢
Bal 14.03 = 0,42° 4,41 +2,22° 0,009 + 0,01%°
A siitii 16,65 + 0.65° 3,85+ 0,67 0,008 +0,03*"

Harfler gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigin1 géstermektedir (p<0,05)

Karaciger dokusunda yapilan analizlerde ar1 {riinlerinin karaciger hasarini onledigi

goriildil.
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3.2.2.3. Eritrosit Paketlerinde Yapilan Olciimlerin Sonuclari

Eritrosit paketlerine ait standart egri grafigi Sekil 22’de, 6l¢tim sonuglari ise Tablo

20°de verildi.

MDA Standart Grafigi

Konst. (nmol/ml)

0,6

0,5 1
o 044
c
S
£ 03 - y =0,0188x - 0,0437
2 R? = 0,9993
< 072

0,1 1

0 . . . .
0 10 15 25 30

35

Sekil 22. Eritrosit paketleri i¢in hazirlanan MDA standart calisma grafigi

Tablo 20. Eritrosit paketlerine ait parametreler

MDA SOD

Grup ad1 )
(nmol/g Hb) (U/g Hb)

Serum fizyolojik 0,87 +0,36*" 7,27 £0,65%"
Etil alkol 1,16 + 0,64*" 6,94 + 0,63*"
CCl, 1,88+0,15° 4,88 + 1,02°
Polen 0,79 +0,10*° 6,66 + 1,28%°
Propolis 0,63 + 0,13 6,75 + 1,37"
Bal 0,70 £ 0,14*° 6,44 +0,11%°
An siitii 0,94 +0,17% 6,00+ 0,12°

Harfler gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigin1 géstermektedir (p<0,05)
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3.2.3. Histopatolojik Inceleme Sonuclar

Gruplara ait karaciger dokularinin 11k mikroskopik degerlendirmesinde;

Grup 1’de normal karaciger dokusu morfolojisi izlendi. Hepatositler ve siniizoidal
aralik normal goriiniimde izlendi (Resim 1).

Grup 2’de vena centralis etrafinda normal morfolojik yapida hepatositler izlenmesine
ragmen, perifere dogru gidildikge hepatositlerde yagli degisiklikler izlendi (Resim 2).

Grup 3’de vena centralis etrafinda ¢ok az miktarda normale yakin morfolojide
hepatosit izlenmesine ragmen yaygin olarak hepatositlerde yagl degisiklikler mevcut idi
(Resim 3).

Grup 4’de vena centralis etrafinda yagh degisiklik gdsteren hepatositler mevcut idi.
Ancak periferde portal alandan itibaren vena centralis’e dogru normal morfolojiye yakin
goriinlimde hepatositler mevcut idi (Resim 4).

Grup 5’de vena centralis etrafinda bolca yagli degisiklik gdsteren hepatositler mevcut
idi. Vena centralisin periferinde ise yer yer normal morfolojide hepatositler yagl degisiklik
gosteren hepatositler arasinda izlendi (Resim 5).

Grup 6’da vena centralis etrafinda yagli degisiklik gdsteren hepatositler mevcut
olmasina ragmen periferde olduk¢a yaygin normal morfolojide hepatositler izlendi (Resim 6).

Grup 7°de vena centralis etrafinda yagl degisiklik gosteren hepatositler olmasina

ragmen, periferde yaygin normal morfolojide hepatositler mevcut idi (Resim 7).
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Sekil 23. Grup 1’e ait karaciger dokusunda normal morfolojide hepatositler (1)
(H&E X 200).

Sekil 24. Grup 2’ye ait karaciger dokusunda normal hepatositler (1) ve yaglh
degisiklik iceren hepatositler (A ) (H&E X 200).
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Sekil 25. Grup 3’e ait karaciger dokusunda normal hepatositler (1) ve yaygin
yaglh degisiklik gosteren hepatositler (A ) (H&E X 200).

Sekil 26. Grup 4’e ait karaciger dokusunda normal hepatositler (1) ve yagh
degisiklik gosteren hepatositler (A ) (H&E X 200).
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Sekil 27. Grup 5’e ait karaciger dokusunda normal hepatositler (1) ve yagh
degisiklik gosteren hepatositler (A) ve yer yer siniizoidal aralikta
genislemeler (*) (H&E X 200).

Sekil 28. Grup 6’ya ait karaciger dokusunda yaygin olarak normal hepatositler
(1) ve yagl degisiklik gosteren hepatositler (A ) (H&E X 200).
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Sekil 29. Grup 7’ye ait karaciger dokusunda yaygin olarak normal hepatositler (1) ve
yagl degisiklik gosteren hepatositler (A ) (H&E X 200).



4. TARTISMA

Bal, polen, an siitii ve propolis gibi ari triinleri protein, karbohidrat ve mineral
bakimindan olduk¢a zengin gida iirlinleridir. Bu dogal ar1 iiriinlerinin tibbi amaglar i¢in insan
sagligin1 koruma ve tedavi etme maksadiyla kullanimlar1 apiterapi olarak adlandirilmaktadir.
Apiterapik uygulamalar son yillarda bir hayli gelisme gdstermistir.

Karaciger, metabolik ve anabolik reaksiyonlarin hemen hemen tiimiiniin gerceklestigi
yegane organ olup pek ¢ok mikroorganizma, viriis ve ksenobiotikler tarafindan hasara
ugramaktadir. Karaciger hasarlarinin biiyiik ¢ogunlugunu hepatitler olusturmaktadir. Tedavi
yontemlerinin pek ¢ok alanda gelisme gostermesine ragmen karaciger hasarlarinin tedavisinde
dogrudan kullanilan kimyasal kaynakli ila¢ bulunmamaktadir. Hepatitlerde dogal iiriinler ve
en son care olarak ta interferon kullanilmaktadir. Enginar (Cynara scolymus) ve deve dikeni
(Silybum marianum) oziitleri karaciger hasarlarinin tedavisinde en ¢ok kullanilan dogal
oziitlerdir. Bu nedenle 6zellikle hepatit hastalar1 i¢in bu bitkisel 6ziitlerden hazirlanmis haplar
ve suruplar eczanelerde ve aktarlarda bulunmaktadir (D’andrea vd., 2005). Her iki bitkisel
kaynagin etken maddesi silimarin adi verilen bir karigtm olup dort farkli izomerik flavo-
ligninden olusmaktadir. Bunlar; silibinin, izosilibinin, silidianin ve silikristindir. Silimarin
ekstraktlar1 uzun yillar boyunca akut ve kronik karaciger tedavilerinde kullanilmaktadir.
Ancak yan etkileri de mevcuttur. Ornegin pek c¢ok hepatik enzimi (aminoprin demetilaz,
bezopren hidroksilaz, etoksikumarin de-etilaz ve glutatyon-S-transferaz) inhibe ettigi
bildirilmektedir (D’andrea vd., 2005; Schiimann vd., 2003). Bunu yaninda karaciger hasarlari,
viral enfeksiyonlar disinda ¢esitli kimyasallara maruz kalma ve gida zehirlenmeleri gibi
etkiler sonucu olusan oksidatif stres kaynaklida olabilmektedir.

Ar1 Uirlinlerinin yiiksek biyoaktif bilesime sahip oldugu ve antioksidan, antiviral, anti-
inflamatuar ve anti-tiimoral gibi pek ¢ok biyolojik aktif 6zelliginin oldugu yapilan bilimsel
caligmalar ile ortaya konulmustur (Hegazi, 2012, Sarikaya vd., 2009; Nakajima vd., 2009;
Buratti vd., 2007; Eraslan, vd. 2009; Kolonkaya vd. 2002; Yildiz, 2011). Bu gergekten yola
¢ikarak planlanan calismada bal, polen, propolis ve ari siitiinden olusmus ar1 triinlerinin
karaciger hasarini onlemedeki rolleri arastirildi.

Bu calismada, CCl, ile kimyasal etkiye maruz kalmis si¢anlarda oksidatif stres
kaynakli olusan karaciger hasarinin giinliik diyetle birlikte alinan ar1 dirlinleri ile Onlenip

onlenmedigi aydinlatilmaya ¢aligildi.
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Deney hayvanlarinda karaciger hasari yaptigi bilinen CCl, intraperitonal yolla
verilerek karaciger hasari olusturuldu. Hasar olusumu karaciger fonksiyon testleri olarak
bilinen plazma aspartat transaminaz (AST) ve alanin transaminaz (ALT) enzim
seviyelerindeki artis ve hasarin olusumunun engellenmesiyle yiikselen enzimlerin
aktivitelerinin azalmasi ile takip edildi. Ayrica karaciger doku biyopsileri ile plazma ve
eritrositlerin antioksidan enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin seviyeleri de
takip edilerek tespit edildi.

Calismada ar1 triinleri olarak Karadeniz Bolgesi’nin baskin florasindan olan
kestanenin (Chestnut sativa) bali, poleni ve propolisi kullanildi. Numuneler deneyimli
aricilardan temin edildi. Art siitii hari¢ diger ar1 iriinlerinin botanik orijinleri, palinolojik bir
test olan mikroskobik polen sekillerine bakilarak degerlendirildi. Calismada kestanece zengin
bal, polen ve propolis kullanilmasinin en 6nemli sebebi, gerek literatiir taramalarinda (Tezcan
vd. 2011; Nasuti vd. 2006; Kiigiik vd. 2007) gerekse ¢alisma grubumuzun yaptigi antioksidan
calismalarda kestane balinin zengin fenolik igerigine sahip oldugu ve buna bagli olarak
biyolojik degerinin daha yliksek oldugu gercegidir.

Bu nedenle ¢alismanin baslangicinda toplanan ar1 iiriinlerinin bazi kimyasal analizleri
ile antioksidan o6zellikleri tayin edildi. Antioksidan aktivite Sl¢imlerinde; toplam fenolik
madde miktari, toplam flavonoid miktari, toplam antosiyanin miktari, demir (I11) indirgeme
kapasitesi testi (FRAP), bakir (I1) indirgeme kapasitesi testi (CUPRAC) ve DPPH radikali
temizleme testi tercih edildi. Calismada kullanilan antioksidan yontemler literatiirde yaygin
olarak kullanilan testler olup ari iiriinlerinin antioksidan kapasitelerinin tayini i¢inde uygun
testlerdir (Cao ve Prior, 1998; Stratil vd., 2006; Santas vd., 2008).

Fenolik maddeler sekonder metabolit {iriinleri olup dogal iirlinlerin antioksidan ve
diger birgok biyolojik karakterinden sorumlu bilesenlerdir. Bu nedenle toplam fenolik madde
miktarlar1 toplam antioksidan kapasiteyi temsil etmektedir. Standart fenolik ajan olan gallik
asit kullanilarak yapilan ¢alismada bal, polen, propolis ve ar1 siitiinde toplam fenolik madde
miktari tayin edildi.

Caligilan ar iriinlerinin antioksidan kapasitenin bir gostergesi olarak kabul edilen
toplam fenolik madde miktarlarinin 0,95-183,86 mg GAE/g numune olarak degisim
gosterdigi ve en yiiksek polifenol miktarinin propoliste, en diisiik igerigin ise balda oldugu
tespit edildi. Propolis’in toplam fenolik madde miktarinin yiiksek bulunmasi beklenen bir
sonug olup bulunan degerler literatiirle uyumludur. Literatiirde yapilan ¢alismalarda bal, polen

ve propolisin Karsilastirildiginda propolisin diger ar1 triinlerine gore daha yiiksek polifenol
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miktarina sahip oldugu goriilmektedir (Sarikaya vd., 2009; Nakajima vd., 2009; Buratti vd.,
2007). Degisik bal tiirleri arasinda yapilan ¢alismalarda kestane balinin polifenolik madde
miktarinin diger ballardan daha yiiksek oranlarda oldugu bildirilmektedir (Aljadi ve
Kamaruddin, 2004; Al-Mamary vd., 2002, Kii¢iik vd., 2007). Beretta vd., (2005) degisik
ballarin antioksidan 6zelliklerini incelemis ve kestane balinin toplam fenolik miktarini 211,2
mg GAE/Kkg olarak bildirmislerdir. Slovenya’da yapilan bir ¢aligmada kestane balinin fenolik
miktarinin 199,9 mg GAE/kg oldugu bildirilmektedir (Bertoncelj vd., 2007). Yapilan farkli
bir ¢alismada ise kestane balinin toplam polifenol miktarinin 430 mg GAE/100g bal oldugu
goriilmektedir (Kolayli vd., 2008). Marghitas vd., (2009a) 24 adet farkli balda yaptigi
calismada ballarin toplam polifenol miktarlarin1 2-125 mg GAE/100g araliginda oldugunu
bildirmislerdir. Propolisin yiiksek polifenol imiktarina sahip oldugunu gosteren bir¢ok
calisma vardir (Moreira vd., 2008; Kumazawa vd., 2004; Ahn vd., 2007; Choi vd., 2006;
Kalogeropoulos vd., 2009). Fakat kestane propolisinin polifenol miktar: ile ilgili literatiirde
fazla calisma bulunmamaktadir. Sarikaya vd., (2009)’de iki farkli kestane propolisi
kullanilmis ve polifenol miktarlarinin 313 ve 476 mg GAE/gQ arasinda degisim gosterdigini
bildirmislerdir. Tiirkiye florasina ait kestane propolisinin total fenolik miktar1 125,30 mg
GAE/g propolis olarak bildirilmektedir (Silici, 2008). Aliyazicioglu vd. (2013)’de yaptiklari
caligmada Tiirkiye flosarina ait degisik propolis Orneklerinin toplam fenolik madde
miktarlarinin 115-210 mg GAE/g propolis olarak degisim gosterdigini bildirmektedirler.
Brezilya’da yapilan bir caligmada 49 adet propolis Orneginin toplam fenolik madde
miktarlarinin 41-390 mg GAE/g propolis arasinda oldugu bildirilmektedir (Silva vd. 2006).
Japonya’nin farkli bolgelerinden toplanan propolis orneklerinin toplam polifenol miktarlar
53,3-366 mg GAE/g propolis arasinda bulunmustur (Hamasaka vd., 2004). Farkh
cografyalardan toplanan propolis Orneklerinde yapilan bir calismada propolislerin toplam
polifenol miktarlar1 ise yaklasik 100-300 mg GAE/g propolis arasinda oldugu
bildirilmektedir (Kumazawa vd., 2004). Gerek yapilan caligmaya ve gerekse literatiirdeki
degerlere bakildiginda propolisin toplam fenolik madde miktarinin cografik ve floral
kaynaklara bagl olarak degisim gosterdigi ancak diger ar1 Uriinlerine kiyasla en yiiksek
fenolik madde miktarina sahip oldugu goriilmektedir.

Polen bitkilerin erkek {ireme organlari yiiksek protein degerine sahip suda ¢6ziinebilen
bir gida maddesidir. Calismada, kestane bal, propolis ve poleninin karaciger hasarinin
onlemede roliiniin arastirilmasinin nedenlerinden biri kestane (Chestnut sativa) florasina sahip

ar1 lirlinlerinin literatiirde antioksidanca zengin olmasidir. Calismamiza benzer seklide Yildiz,
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(2011)’de yaptigi doktora tez ¢alismasinda kestane poleninin deney hayvanlarinda CCly ile
olusturulan karaciger hasarini 6nlemede etkili oldugunu bildirmektedir. Yapilan bu ¢alismada
pozitif kontrol grubu olarak deney hayvanlarina silibinin adi1 verilen deve dikeni Oziitiinden
verildigi ve polenin silibininden daha etkili oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle yapilan bu
caligmada pozitif kontrol olarak silibinin kullanilmayip sonuglarin kestane poleni ile
karsilagtiritlmast planlanmigtir. Calismamizda kullanilan kestane poleninin toplam fenolik
madde miktar1 13,78+0,34 mg GAE/g polen olarak belirlendi. Portekiz’in farkli bolgelerinden
toplanan degisik tiirdeki polenlerin toplam polifenol miktarlar1 yaklasik 10-17 mg GAE/g
numune arasinda bulunmustur (Morais vd., 2011). Eraslan vd., (2009)’de polenin toplam
polifenol miktar1 8,5 mg GAE/g polen, Kroyer ve Hegedus, (2007)’de ise 8,2 mg GAE/g
polen bulunmustur. Yapilan bagka bir ¢alismada Brezilya’nin iki farkli bélgesinden toplanan
polenlerde toplam polifenol miktarlar1 bakilmis ve 3,6-10,9 mg GAE/g polen arasinda
degerler oldugu bildirilmistir (Carpes vd., 2007). Literatiirdeki ¢aligmalara bakildiginda
kestane poleninin diger polen tiirlerinden daha yiiksek polifenol igerdigi goriilmektedir.
Yapilan ¢alismada kullanilan propolis orneginin (183,86+6,35 mg GAE/g) polenden
(13,78+0,34 mg GAE/g) yaklasik olarak 14 kat ve baldan (0,95+0,07 mg GAE/g) yaklasik
200 kat ve ar siitiinden ise (4,29+0,03 mg GAE/g) yaklasik 40 kat yiiksek fenolik madde
miktarina sahip oldugu bulundu. Literatiirde ¢ok sayida polen ve propolis ile ilgili ¢aligmalar
mevcut olup art siitiiniin fenolik madde miktar1 ile fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Nagai ve
Inoue, (2004), ar1 siitinde Folin-Ciocalteu metoduna gore toplam fenolik madde miktarini
21,2 pg GAE/mg an siitii olarak bildirmektedir. Farkli bir ¢alismada 18 farkli art siitiiniin
toplam polifenol degerleri ortalama 0,45 mg GAE/g numune olarak bildirilmistir (Boyacioglu,
2012). Nagai ve Inoue, (2004) ar siitiiniin protein ve yag asitlerince zengin bir karisim olup
fenolik madde miktarinin ¢ok yiiksek olmadigini belirtmektedir. Ancak buldugumuz ¢alisma
sonuglar1 gostermektedir ki art siitiiniin toplam fenolik madde miktar1 ve ona bagl olarak
antioksidan kapasitesi baldan daha yiiksektir. Dolayisiyla ar1 siitii gerek besin olarak ve
gerekse de antioksidan yonden degerli bir dogal tirtindiir.

Polifenolik bilesiklerin alt simiflarindan biri de flavonoidlerdir. Flavonoidler bitkinin
renk, koku ve aromasindan sorumlu ajanlar olup flavonlar, flavonoller, flavononlar,
antosiyanidinler, izoflavonlar gibi alt siniflara ayrilirlar (Bors vd., 1990; Ross ve Kasum,
2002). Halk arasinda Vitamin P olarak da bilinirler (Sorata vd., 1984) ve sar1, kirmizi, mavi
renkli olup yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptirler (Naczk ve Shahidi, 2004). Calismada

kullanilan ar1 iriinlerinin toplam flavonoid madde miktarlari Chang vd., (2002)’nin ileri
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stirdiigli kolorimetrik bir yontem olan AICIl; yontemine gore tayin edildi ve kuersetin
standardi kullanilarak degerlendirildi.

Calismada kullanilan numunelerin flavonoid miktarlar bal igin; 0,56 mg kuersetin/g
numune, polen igin; 1,64 mg kuersetin/g numune, propolis i¢in; 106,61 mg Kkuersetin/g
numune ve art sitii i¢in 1,16 mg kuersetin/g numune olarak bulundu. Literatiirde kestane
balinin toplam flavonoid profili ile ilgili ¢cok az bilgi bulunmaktadir. Andrade vd., (1997),
kapiler zon elektroforez teknigini kullanarak farkli bitkisel kaynakli Avrupa ballarinin
flavonoid profilini belirlemislerdir. Bu arastirmaya gore, kestane bali fenolik asitler a¢isindan
¢ok zengin oldugunu fakat flavonoidler agisindan oldukga fakir oldugunu rapor etmislerdir.
Blasa vd., (2007) kullandiklar1 baldaki flavonoid miktarin1 1,64 mg katesin/100 g bal olarak
bildirmislerdir. Aymi arastirmacinin farkli bir ¢alismasinda inceledigi ballarin flavonoid
miktarlarinin 0,45-0,93 mg Katesin/100 g bal arasinda degisim gosterdigini bildirmislerdir
(Blasa vd., 2006). Romanya’da 24 bal Orneginde yapilan calismada ballarin flavonoid
miktarlar1 0,91-28,25 mg kuersetin/100 g bal arasinda bulunmustur. En yiiksek flavonoid
miktarinin ¢oklu floraya sahip ballarinda oldugu bildirilmistir (Marghitas vd., 2009a). Socha
vd., (2009)’da 10 farkli balin flavonoid miktar1 incelemis ve ballarin flavonoid miktarlarinin
6,9-28,5 mg kuersetin/100 g bal arasinda oldugunu bildirmislerdir. Yildiz, (2011) 4 farkli
kestane poleninin toplam flavonoid miktarlarinin 8,07-9,64 mg kuersetin/g arasinda degisim
gosterdigini ve Zonguldak yoresine ait kestane poleninin flavonoid miktarinin daha yiiksek
oldugu bildirmistir. Marghitas vd., (2009b) yaptiklari ¢alismada 12 polen tiiriinii incelemis ve
en yiiksek flavonoid miktarinin s6giit poleninde (13,6 mg kuersetin/g polen) oldugunu
belirtmistir. Leja vd., (2007)’de toplam flavonoid miktarlarinin 3,8 mg Kuersetin/g ile 13,6
mg Kuersetin/g arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir. Ispanya’da yapilan bir
arastirmada 11 cesit polen kullanilmis ve polenlerin flavonoid miktarinin 0,35-0,51 mg
rutin/100 g polen arasinda oldugu bulunmustur (Bonvehi vd., 2001). Carpes vd., (2009)
kuersetin standardini kullanarak polendeki flavonoid miktarint 8,92 mg/g polen olarak
bildirmistir. Itavo vd., (2011) yaptig1 ¢alismada 2 farkli renkte propolis calismis ve toplam
flavonoid miktarlarin1 4,5 ve 14,9 g kuersetin/kg propolis olarak bildirmistir. Yapilan baska
bir caligmada farkli cografik bdlgelerden toplanan 16 adet propolisin flavonoid miktart 2,5-
176 mg kuersetin/g propolis arasinda oldugu bildirilmistir (Kumazawa vd., 2004). Moreno
vd., (2000)’de propolis 6rneklerinin flavonoid miktarlar1 13,3-42,6 mg kuersetin/g propolis
arasinda oldugu belirtilmistir. Japonya’nin farkli bolgelerinden toplanan 14 propolis drneginin

flavonoid miktarlar1 18,3-113,1 mg kuersetin/g propolis arasinda bulunmustur (Hamasaka vd.,
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2004). Cin’de yapilan bir arastirmada ise 20 propolis 6rnegi kullanilmis ve propolislerin
toplam flavonoid miktarlar1 8,3-188 mg kuersetin/g propolis arasinda oldugu bildirilmistir
(Ahn vd., 2007). An siitiiniin flavonoid igerigi hakkinda ¢alismalar var iken (Cushnie ve
Lamb, 2005; Fiorani vd., 2006) toplam flavonoid miktar1 hakkinda ¢ok az c¢alismaya
rastlanmaktadir. Boyacioglu, (2012)’de 18 ar siitii 0rnegi incelenmis ve flavonoid miktarini
ortalama 0,42 mg kuersetin/g ar1 siitli olarak bulmustur. Calismamizda kullanilan ar1 siitii
daha yiiksek flavonoid miktarina sahiptir.

Fenolik bilesiklerin bir baska smifin1 antosiyaninler olusturur (Shahidi ve Naczk,
1995). Calismada ar1 iirtinlerinin toplam antosiyanin miktarlar1 pH-differansiyel metoduna
gore tayin edilip sonuglar referans antosiyaninlerden siyanidin-3-glukozit cinsinden ifade
edildi. Bal, polen ve propolisin antosiyanin miktarlar1 sirasiyla 0,13; 4,06; 5,11 mg Cyn-3-
glu/g numune olarak bulundu. Owayss vd., (2004) ¢alismasinda ¢esitli ar1 tiriinlerinin (bal,
polen, propolis ve bal mumu) antosiyanin miktarlarimi 6lgmisler ve 3 farkli bal, polen ve
propolis tiirlinde antosiyanin miktarlarinin bal i¢in 9,89-14,35 pg Cyn-3-glu/g, propolis i¢in,
10,97-34,65 png Cyn-3-glu/g ve polen igin 24,15-50 pg Cyn-3-glu/g araliginda oldugunu
bildirmislerdir. Leja vd., (2007) kullandig1 12 polende antosiyanin miktarlarin1 91,7-327 mg
Cyn-3-glu/100g polen arasinda oldugunu bildirmistir. Farkli bir c¢alismada kestane
polenlerinin antosiyanin miktarlar1 54,32-92,71 mg Cyn-3-glu/kg polen araliginda oldugu
bulunmustur (Yildiz, 2011).

Calismada, ar1 triinlerinin antioksidan aktivitesinden sorumlu fenolik bilesikler
kantitatif olarak tayin edildikten sonra antioksidan aktivite testleri ile her bir dogal iriiniin
antioksidan kapasiteleri tayin edildi. Bu amagla, demir (111) indirgeme/antioksidan kuvveti
(FRAP) yontemiyle FeSO4 standardi kullanilarak 595 nm’de numunelerin toplam antioksidan
kuvvetleri incelendi ve sonuglar pmol FeSO4.7H,O/g numune olarak verildi. Numunelerin
demir (IIT) indirgeme kuvveti siralamasi propolis (1416,2 umol/g) > polen (48,75 umol/g) >
ar1 siitii (1,80 umol/g) > bal (1,02 umol/g) seklinde oldugu tespit edildi. Calisilan tiim ar1
trtinlerinin demir (III) indirgeme aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. Sarikaya vd.,
(2009)’de iki adet kestane bali kullanilmis ve FRAP degerleri Troloks® esdegeri cinsinden
94,27 ve 104,42 uM/g olarak verilmistir. Farkli bir calismada 9 bal 6rnegi kullanilmistir ve bu
ballarin 2 tanesinde kestane karigimi bulunmaktadir. Kestane karigimi bulunan ballarin FRAP
degeri Troloks® esdegeri cinsinden 67 ve 87 uM/mg olarak belirtilmistir (Ulusoy vd., 2010).
Blasa vd., (2007)’de multifloral bal 6rneginin FRAP degeri 37,7 pumol FeSO4/100 g bal olarak

bulunmustur. Beretta vd., (2005) calismasinda 15 tiirde bal kullanmis ve kestane balinin
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FRAP degerini 388,6 uM FeSOy4/g bal olarak bulmustur. Farkli bir ¢calismada 6 bal 6rnegi
kullanilmis ve FRAP degerleri 139,9-1131,3 uM FRAP (1000 uM asetik asit = 2000 uM
FRAP) araliginda oldugu bildirilmistir (Taormina vd., 2001). Bertoncelj vd., (2007) yaptiklar
calismada 7 adet bali (kestane, akasya, koknar, thlamur, ladin, orman ve karisik bal tiirleri)
incelemis ve FRAP degeri en yiiksek balin koknar bali (426,4 pumol FeSO,4.7H,0O /L)
oldugunu bildirmistir. Karadeniz Bolgesi’ne ait 4 kestane poleninin demir (III) indirgeme
kapasitelerinin Troloks® esdegeri cinsinden 68,04-82,31 mM TEAC/g kuru polen arasinda
oldugu bildirilmistir (Yildiz, 2011). Marghitas vd., (2009b)’da Romanya’nin degisik
floralarindan 12 tiir polen toplanmis ve bu polenlerin FRAP degerleri 0,26-5,36 mmol
FeSQO,.7H,0/g polen arasinda bulunmustur. Farkli bir ¢alismada Sonoran Caolii’nden toplanan
6 farkli polen tiirlinde demir indirgeme kapasitesi incelenmis ve FRAP degerleri 0,93-3,96
mM TEAC/g polen arasinda oldugu bildirilmistir (LeBlanc vd., 2009). Yine Romanya’da
yapilan farkli bir ¢alismada polenlerin demir (III) indirgeme kapasiteleri 0,433-1,542 mmol
FeSO,4.7H,0/L olarak verilmistir (Stanciu vd., 2008). Sarikaya vd., (2009) kestane propolis
6rneklerinin demir indirgeme antioksidan giiciinii 327,76 ve 659,88 uM Troloks®/g numune
olarak bildirmistir. Yapilan bir ¢calismada Yunanistan, Ege Denizi adalar1 ve Kibris’in ¢esitli
yerlerinden propolis 6rnekleri toplanmis ve bu 6rneklerin FRAP degerleri 2,14-3,35 mmol
askorbik asit/g numune arasinda bulunmustur (Kalogeropoulos vd., 2009). Bonvehi ve
Gutierrez, (2011) Ispanya’da yaptiklar1 calismada 19 propolis 6rneginin demir (III) indirgeme
kapasitelerini 1,573-4,669 umol FeSO4.7H,0/g propolis arasinda bulmuslardir. Yapilan bir
calismada ar1 siitiiniin FRAP degeri 8 pumol FeSO,.7H,0/L olarak verilmistir (Ross, 2009).
Farkli bir ¢alismada ise 18 ar1 siitiiniin FRAP degeri ortalama 0,30 mg TEAC/g olarak
belirtilmistir (Boyacioglu, 2012).

Bakir (IT) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) son yillarda kullanilmaya
baglanilan Apak vd., (2004) tarafindan gelistirilen bir antioksidan dl¢iim yontemi olup FRAP
yontemi gibi dogal iirlinlerin toplam antioksidan kapasitesinin Olglimii i¢in ¢ok basit ve
giivenilir bir metottur. Calismada CUPRAC degerleri bal i¢in 0,01, polen igin 0,19, propolis
icin 2,95 ve ar siitii igin 0,03 mmol TEAC/g numune olarak bulundu. Sarikaya vd., (2009)’da
kestane ballarinin CUPRAC degerleri 6,5 ve 7,7 uM TEAC/mg bal olarak ve kestane
propolislerinin CUPRAC degerleri 0,692 ve 1,410 uM TEAC/g propolis olarak bulunmustur.
Ulusoy vd., (2010)’da 9 bal 6rneginin CUPRAC degerleri arastirilmis ve degerlerin 124,8-532
umol TEAC/g arasinda oldugu bildirilmistir. Boyacioglu, (2012) calismasinda kullandigi
ballarin bakir (II) indirgeme giiclinii 0,85-12,28 mg TEAC/g numune arasinda oldugunu
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belirtmistir. Ayn1 ¢alismada polen, propolis ve art siitii drneklerinin de CUPRAC degerleri
arastirtlmistir. Propolislerin CUPRAC degerleri 447-1433 mg TEAC/g arasinda, polenlerin
14,97-89,37 mg TEAC/g arasinda ve ar1 siitii 6rneklerinin ise 0,95-8,71 mg TEAC/g arasinda
oldugu bildirilmistir. Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden toplanan polenlerin CUPRAC degerleri
26,2-89,4 mg TEAC/g arasinda bulunmustur (Yesiltas vd., 2012).

Yapilan ¢alismada toplam fenolik madde miktar1 ar1 siitiinde 4,29 mg GAE/g numune
olup baldan (0,95 mg GAE/g) yaklasik 5 kat daha yiiksek olarak tespit edildi. Buna paralel
olarak toplam flavonoid, FRAP ve CUPRAC degerleri bala gore ari siitiinde daha yiiksek
bulundu. Ar iriinlerinin antioksidan aktivitesinden esas sorumlu bilesikler fenolik maddeler
olup gerek literatiirde yapilan ¢alismalarda gerekse de bu galismada artan fenolik bilesen
miktara paralel olarak toplam antioksidan aktivitede artis gostermektedir (Hegazi, 2012;
Eraslan vd., 2008).

Dogal iiriinlerin serbest radikal temizleme yeteneginin belirlenmesinde en yaygin
kullanilan yontem DPPH radikali temizleme testi olup iyi bir antioksidan test yontemidir
(Ahn vd., 2007). Yontem 517 nm de absorbans veren DPPH" radikalinin antioksidan madde
varhginda kaybolmasi ve neticesinde absorbanstaki azalma ile karakterizedir. Radikalin
%50’sini temizleyen madde miktart SCsq olarak adlandirilir ve diisiik SCsp yiiksek radikal
temizleme kapasitesini ve dolayisiyla yiiksek aktiviteyi gosterir.

Troloks® standart énciiliigiindeki yapilan Sl¢iimlerde numunelerimizin SCsy degerleri;
bal, polen, ar1 siitii ve propolis i¢in sirasi ile 19,64; 0,49; 38,72 ve 0,07 mg/mL’dir. Diger
testlerde oldugu gibi en iyi DPPH radikal temizleme aktivitesini propolis gosterdi. Ar siitii en
diisiik DPPH radikal temizleme aktivitesine sahip iiriin olup kestane balina gore iki kat daha
diisik DPPH radikal temizleme yetenegi gostermistir. Ar siitii diisik DPPH radikali
temizleme kapasitesi gostermesine ragmen yiiksek Fe (lI) iyonu indirgeyebilme kapasitesi
gostermistir. Bunun sebebi yiliksek olasilikla ar1 siitinde bulunan indirgen ajanlarin DPPH
radikaline kars1 afinitelerinin daha diisiik olmasi olabilir.

Sarikaya vd., (2009)’da kullanilan kestane ballarinin SCsy degerleri 5,7 ve 9 mg/mL
olarak bulunmustur. Ayni ¢alismada kestane propolislerinin de SCsy degerleri incelenmis ve 5
ve 5,2 mg/mL olarak bulunmustur. Ulusoy, (2005)’de farkli bolgelere ait kestane ballarinin
SCso degerleri karsilagtirilmis ve 0,015-0,058 g/mL arasinda olan sonuglar elde edilmistir.
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan ballarin DPPH radikalini temizleme aktiviteleri 90-
296 pg/mL arasinda bulunmustur (Ulusoy vd., 2010). Farkli bir ¢aligmada Nijerya’nin farkl

bolgelerinden toplanan 12 bal 6rneginin DPPH radikali temizleme kapasiteleri incelenmis ve
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SCso degerleri 45,94-83,13 mg/mL arasinda oldugu bildirilmistir (Ita, 2011). Beretta vd.,
(2005)’te 14 farkli balin DPPH radikali temizleme aktiviteleri 1,63-47,62 mg/mL arasinda
bulunmustur. Yesiltas vd., (2012)’de c¢alismasinda kullandig1 polenlerin SCsp degerlerinin
4,4-9.4 mg TEAC/g arasinda oldugu bildirmistir. Marghitas vd., (2009b) calismasinda
polenlerin DPPH radikali temizleme kapasitesini 0,135-2,814 mmol Toloks/g arasinda
bulmustur. Brezilya’da yapilan bir ¢alismada polenlerin DPPH radikali temizleme kapasiteleri
810-4690 pg/mL arasinda bulunmustur (Carpes vd., 2009). Farkli bir ¢alismada ise ¢alisilan
polenlerin SCsy degerleri 2,16-5,87 mg/mL arasinda hesaplanmistir (Morais vd., 2011).
Arjantin’de yapilan bir calismada propolislerin DPPH radikali temizleme kapasiteleri 20-67,5
ug/mL araliginda bulunmustur (Moreno vd., 2000). Moreira vd., (2008) c¢alismasinda
propolislerin SCsy degerlerini 0,052 ve 0,006 mg/mL olarak vermistir. Giilgin vd., (2010)
Erzurum propolisinde yaptig1 calismada SCso degerini 11,45 pg TEAC/mL olarak vermistir.
Farkli bir calismada Yunanistan ve Kibris propolisleri kullanilmis ve DPPH radikali
temizleme aktivitelerinin  80,2-338,5 mmol Troloks/g araliginda oldugu bildirilmistir
(Kalogeropoulos vd., 2009). Nagai ve Inoue, (2004) ar1 siitiiniin DPPH radikal temizleme
aktivitesini 0,1 mM askorbik asidin aktivitesinden daha diisik oldugunu bildirmektedir.
Buratti vd., (2007) calismasinda 4 farkli ar siitii kullanmig ve SCsp degerlerinin 1,4-7,0
mg/mL olarak bildirmistir. Ayni ¢alismada 12 adet bal ve propolis 6rneklerinin de DPPH
radikali temizleme aktivitesine bakilmistir. Sonuglar ise ballar ig¢in 8-15,5 mg/mL, propolisler
icin 1-36 mg/mL araliginda verilmistir.

Polen ve ar siitiiniin toplam protein miktarlar1 yar1 otomatik Kjeldahl yakma tinitesi
kullanilarak tespit edildi. Polenin %16,80 protein miktarina, ari siitiiniin ise %13,0 protein
miktarina sahip oldugu gozlendi. Yildiz, (2011)’de kestane polenlerinin protein miktarlar
%17,67 ile %23,67 arasinda bulunmustur. Tiiyli ve Sorkun, (2006), ¢alismalarinda Bursa’nin
farkl1 bolgelerinden topladiklar1 polenlerin protein miktarlarint %23,32-%24,25 araliginda
oldugunu bildirmislerdir. Arjantin’de yapilan bir calismada polenlerin protein miktarlar
%13,6-%39,9 arasinda oldugu bulunmustur (Andrada ve Telleria, 2005). Ar siitiiniin protein
miktar1 i¢in yapilan bir calismada 7 farkli ar siitii kullanilmis ve protein miktarlart %11,99-
%14,01 araliginda bulunmustur (Garcia-Amoedo ve Almeida-Muradian, 2007). Tayland’ta
yapilan bir ¢alismada ar1 siitii 6rneklerinin protein miktarlart %12,05 ile %13,76 arasinda
oldugu bildirilmistir (Wongchai ve Ratanavalachi, 2002). Sabatini vd. (2009) kullandiklar1 ar1

stitli 6rneklerinin protein miktarlarini %27-41 arasinda oldugunu belirtmistir.
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Sonug olarak bir genelleme yapmak gerekirse, calismada kullanilan propolis 6rneginin
bal, polen ve ari siitiinden yiiksek polifenol, flavonoid ve antosiyanin igerigine sahip oldugu
ve bunlara bagli olarak yiiksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu belirlendi. Protein
miktar1 bakimindan polenin ar1 siitiine gore daha yiiksek protein igcerdigi gozlendi.

Karaciger anabolik ve katabolik metabolizmalardan sorumlu temel organdir. Ayrica
ilag  metabolizmasinin  gergeklestigi temel doku olup ksenobiyotiklerin karaciger
mikrozomlarinda (P450 sistemi ile) metabolize edilerek hidrofilik hale getirilmesini ve idrarla
viicuttan atilimasin1 saglamaktadir (Lock ve Reed 1998; Sturgill ve Lambert 1997).
Ksenobiyotik olarak adlandirilan gesitli ilaglar ve kimyasallar karacigerde serbest radikal
olusmasina yol agarak hepatoksik bozukluklara neden olmaktadirlar (Fernandez-Checa and
Kaplowitz, 2005). Karaciger hasarlar1 ayrica c¢esitli bakteriyel ve viral enfeksiyonlardan
dolay1 da meydana gelmektedirler ve bunlar hepatit olarak adlandirilmaktadir. Hepatitlerin
tedavilerinde ise kimyasal ilaglardan ziyade dogal iriinler kullanilmaktadir. Bu nedenle son
yillarda &zellikle hepatit tedavisinde dogal bitki ve gidalarin iyilestirici etkilerini dikkate
almaktadir (Ulicna vd., 2003; Al-Qarawi vd., 2004; Rizk vd., 2007; Eminedoki vd., 2010;
Khan vd., 2010; Ting vd., 2011)

Bu nedenle planlanan ¢alismada bir kimyasal ajan olan ve karaciger igin toksik oldugu
bilinen CCly, tarafindan siganlarda olusturulan karaciger hasarini onlemede ar1 {irlinlerinin
etkinlikleri incelenip hangi iriiniin daha etkili oldugu tespit edildi. CCl, indiiklii karaciger
hasar1 insanlardaki cesitli toksinlerin meydana getirdigi karaciger hasarina es olarak kabul
edilir. Bu genel inaniga gore CCly hepatoksisitesi sitokrom P450’nin triklorometil serbest
radikalini (CCl3") indirgeyici aktivitesine baghdir. CCls" kendi basima yiiksek toksik etkiye
sahiptir ve in vivo olarak ¢ok sayida ek reaktif ara maddelere doniisebilir. Olusan serbest
radikaller hiicre membranlarindaki fosfolipidlerde bulunan yag asidlerinin peroksidasyonuna
yol acarak hiicre harabiyetine sebep olur (Basu, 2003; Stoyanovsky ve Cederbaum 1999;
Castro vd., 1997). CCls’e bagl olarak gelisen karaciger hasarinda lipit peroksidasyonu son
derece 6nemlidir. Clinkii bu hasara bagli olarak ilerleyen siiregte karaciger fibrozu ve siroz
olusur (Nadkarni ve Souza, 1988).

Calisma bir grupta 7 adet sigan olmak iizere, toplam 7 ayr1 grup ve 49 adet disi sican
iizerinde 7 giin siireyle uygulanarak gerceklestirildi. IIk iki grup kontrol gruplar1 olarak
belirlendi. Grup I’e sadece serum fizyolojik (SF) (0,8 ml/kg sican) intraperitonal (i.p.) yolla
uygulandi. Grup IT’ye propolisin ¢oziiciisii oldugu i¢in etil alkol (0,8 ml/kg sigan) i.p. yolla
uygulandi. Grup Ill, CCly ile hasar olusturulan gruptur ve CCl, zeytinyaginda ¢oziilerek (1:1)
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(0,8 ml/kg sigan) i.p. yolla uygulandi. Grup 1V, polen grubu olup, CCly ile birlikte uygulandi.
CCl4 (0,8 ml/kg sigan) i.p. yolla, polen (400 mg/kg si¢an) gavaj yoluyla uygulandi. Grup V,
gavaj yoluyla uygulanan propolis grubu (400 mg/kg sigan) olup CCls (0,8 ml/kg si¢an) ile
birlikte uygulandi. Grup VI, gavaj yoluyla uygulanan bal grubu(400 mg/kg sigan) olup CCl,
(0,8 ml/kg sigan) ile birlikte uygulandi. Grup VII, ar siitii grubu (50 mg/kg sigan) olup CCly
(0,8 ml/kg sigan) ile birlikte uygulandi. CCly i.p. yolla, ar1 siitii gavaj yoluyla uygulandi. 8.
giin si¢anlar dekapite edilerek kanlar1 ve karacigerleri hizli bir sekilde alind1 ve ayrildi.

Sicanlarda deney sonrasi agirlik degisimleri incelendiginde serum fizyolojik kontrol
grubunda %4,21 oraninda kilo artig1 gézlemlenirken, alkol grubunda %0,93 oraninda azalma
goriildii. Polen grubunda %2,29 ve propolis grubunda %2,78 oraninda kilo kaybi
gozlemlendi. En yiiksek kilo kaybinin gézlemlendigi grup CCly grubu (%3,65) iken, bal ve ar1
stiti gruplarinda ise degisim gozlenmedi. Burada CCls uygulanan siganlarda bal ve ari
sttiiniin kilo kaybina karsi hayvanlarda bir direng gosterdigi, hayvanlar1 hastaliga karsi
besledigi belirlendi.

ALT, karacigerdeki intraseliiler bir enzimdir ve karaciger hasarinin belirlenmesinde
belirte¢ olarak kullanilmaktadir. AST, tek basina karacigere 6zel degildir fakat organ
hasarinda artisg gosterir. ALT ve AST degerlerindeki artis karaciger hasarinin bir gostergesidir
(Kanter vd., 2003; Oztiirk vd., 2009). Bu nedenle ¢alismada karaciger hasarmin olustugunun
tespit edilmesinde ve art driinlerinin tedavisinin izlenmesinde plazma AST ve ALT
enzimlerinin aktiviteleri belirte¢ olarak kullanildi. Ayrica eritrosit, plazma ve karacigerde
CCly’den kaynaklanan oksidasyonun degisimleri ve oksidasyon iiriinleri SOD, MDA ve CAT
diizeylerinin belirlenmesi ile test edildi.

Plazma ALT ve AST aktivitelerinde, serum fizyolojik ve alkol grubu olarak
adlandirdigimiz kontrol gruplarinda anlamli degisim go6zlenmezken, CCls grubunda SF
kontrol grubuna gore ALT ve AST degerleri son derecede anlamli bir sekilde yiiksek bulundu.
Ayrica histopatolojik bulgular da bu anlamli yiikselisi desteklemektedir. Bu sonuglar CCly
grubunda deneysel karaciger fibrozunu (siroz) gergeklestirdigimizi gostermektedir. Polen,
propolis, bal ve art siitiiniin uygulandigi gruplarda ise ALT ve AST degerlerinde CCly4
grubuna gore anlamli bir disiis gozlendi. Bu sonuglar ari iiriinlerinin karaciger hasarini
onlemede etkili oldugunu gosterdi.

Sirozda olusan lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzimlerde olan degisikliklerin
karacigerde meydana gelen hasarin derecesine bagli oldugu ileri siiriilmektedir. Recknagel,

(1967) CCliin yol agtigr karaciger hasarinin genellikle karaciger mikrozomlarindaki lipid
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peroksidasyonuna bagl oldugunu bildirmistir. Yine yapilan ¢alismalarda radikal hasarin bir
gostergesi olan lipid peroksidasyonu artmis MDA seviyeleri ile agiklanmaktadir. CCly
kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonu, artmis MDA seviyeleriyle pozitif
korelasyon gostermektedir (Ozenirler vd., 1996; Wang vd., 2007; Yildiz, 2011; Ramadana ve
Al-Ghamdi, 2012). Yapilan ¢aligmalar antioksidan ajanlarin artan MDA seviyesini anlamli bir
sekilde diislirdiigiinii bildirmektedir (Noyan vd., 2006; Sanmugapriya ve Venkataraman,
2006; Kanter vd., 2003).

Nitekim ¢alismamizda da literatiirde belirtildigi gibi CCl; uygulamasi sonrasinda
analiz yapilan eritrosit paketlerinde ve karaciger dokularinda MDA seviyesinin arttigi
gozlemlendi. Plazmada da MDA seviye analizi yapildi fakat MDA seviyesi calisilan standart
egrinin tayin sinirlarimin altinda oldugu igin belirlenemedi. Karaciger dokusunda yapilan
analizlerde kontrol gruplarina ait MDA seviyeleri diisitk bulunurken, CCls’e maruz kalmig
sicanlarda MDA degerleri anlamli olarak artig gosterdi. Art siitii, bal, polen ve propolis ile
beslenen siganlarda ise MDA seviyesi anlamli olarak azalma gosterdi. Propolis MDA
seviyesini en fazla azaltan tiriin olup onu polen, bal ve ari siitii izledi. Eritrosit paketlerinde ise
CCly’e maruz kalmis gruplarin MDA seviyesinin ylikseldigi, ancak ar1 {irlinleri ile beslenen
gruplarda ise MDA seviyesinin anlamli derecede azaldigi gozlemlendi. Artmis lipid
peroksidasyonu, proteolitik lizozomal enzimlerin ve mitokondriyal matriks enzimlerinin
sitoplazma i¢ine salinmasina sebep olabilmekte ve bu da hiicre i¢i proteinlerin yikilmasina ve
hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (Sinclair vd., 1990; Morrow vd., 1991; Thomas, 1995). Bu
durumda 6zellikle hiicrelerin sivi ortamlarinda katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz gibi enzimleri igeren viicudun antioksidan savunma sisteminin 6nemi
ortaya ¢ikmaktadir. Eger antioksidan savunma sistemi reaktif oksijen tiirlerini yeteri kadar
zararsizlastiramazsa, reaktif oksijen tiirlerinin bahsedilen toksik etkilerine maruz kalinabilir
(Sinclair vd., 1990). Bu sonuglarda bize gida olarak tiiketilen ar1 iiriinlerinin (bal, polen,
propolis ve ar1 siitii) oksidatif stres sonucu olusan lipit peroksidasyonu 6nledigi ve bu lipit
peroksidasyonu Onleme yeteneginin ar1 iriinlerinin fenolik iceriklerine paralel bir seklide
degisim gosterdigini gostermektedir.

Yapilan c¢alismada oksidatif stresin MDA’dan bagka SOD ve CAT antioksidan
enzimleri tizerindeki etkileri de 6l¢iildii. SOD metabolizmada oksijenin eksik indirgenmesi ile
olusan siiperoksit radikallerinin temizlenmesinde rol oynayan bir antioksidan enzimdir. CAT
enzimi, substrat olarak SOD enziminin irlinlinii (H,O,-hidrojen peroksit) kullanmaktadir.

Fakat hiicrelerdeki hidrojen peroksitin tek kaynagi SOD enzimi degildir. Baska kaynaklardan
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da gelmesi (peroksizomlar, sitokrom P450 sistemleri, prostaglandinlerin sentezi vb.) ihtimal
dahilindedir. Plazma, karaciger dokusu ve eritrositlerde SOD aktivitesi, plazma ve karaciger
dokusunda ise CAT aktivitesi olgiildii. Plazma SOD aktivitesinde anlamli bir degisim
gozlenmezken, CCly’e maruz kalmis siganlarin eritrosit paketlerindeki SOD seviyesinin
diistiigii, ancak karaciger dokusundaki SOD seviyesinin ise arttig1 gozlendi. CCls uygulamasi
karaciger dokusunda oksidatif hasara neden olarak siiperoksit radikallerinde artis meydana
getirebilir. Buna bagli olarak SOD aktivitesinde de artis gézlenmis olabilir. CAT aktivitesinin
kontrol gruplaria gore CCly grubunda daha diisiik oldugu gozlendi. Ar tiriinleri ile beslenen
gruplarda ise CCl,’e maruz birakilan gruba gore CAT aktivitesinin artigir gozlendi. Bu durum
artmis oksidatif strese bagli enzimlerin asir tiikketiminden veya muhtemelen diger sistemlerin
(glutatyon peroksidaz enzimi ve bazi enzimatik olmayan siiregler) CAT enziminden daha
etkin bir sekilde detoksifikasyon siirecine katkida bulunmasi olabilir.

Literatiirde ar1 tirtinlerinin CCly, parasetamol ve alkol gibi toksik maddelerin meydana
getirdigi karaciger hasarmi onledigini gosteren bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir (Cemek vd.,
2010; Eminedoki vd., 2010; Kolankaya vd., 2002).

Kolankaya vd., (2002) yaptiklar1 g¢alismada alkolle sicanlarda karaciger hasari
olusturmus ve serum lipit degisimi ile ALP ve AST enzimlerinin aktivitelerini incelemistir.
Sonug olarak kestane propolisi ile beslenmenin karaciger hasarint 6nledigini ve serum lipit
profilini diizenledigini bildirmislerdir. Bhadauria, (2012)’de propolisin CCl,’iin neden oldugu
karaciger hasarini 6nledigini bildirmistir. Benzer seklide farkli bir ¢alismada propolisin CCl,
indiikli karaciger hasarinda koruyucu rolii oldugu rapor edilmektedir (Bhadauria vd., 2008).
Araujo vd., (2003) CCly ile karaciger hasar1 olusturulan farelerde enzim aktivite dl¢imleri
(ALT ve AST) ile histopatolojik incelemeler yapilmis ve Brezilya propolisinin CCl,’tin neden
oldugu karaciger hasarini 6nledigini belirtilmistir. Sharma vd., (1997) propolisin karacigeri
alkol ve CCly’tin hepatoksik etkisinden korudugunu belirtmistir.

Cemek vd., (2010) ¢alismasinda CCls’lin neden oldugu karaciger hasarina karsi ari
stittiniin koruyucu etkisini arastirmistir. Bu amagla oksidatif stres parameterlerini (MDA,
GSH, ALT, AST) incelemis ve art siitiiniin koruyucu etkisi oldugunu rapor etmistir. Ayni
yazarin farkli bir calismasinda CCls’iin neden oldugu karaciger hasarinda ari siitiiniin
antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdigi belirtilmistir (Cemek vd., 2012). Karadeniz vd.,
(2011) yaptiklar1 ¢alismada Sisplatin (CDDP) ile olusturulan karaciger hasarinda ari siitiiniin

oksidatif stresi azalttigini ve lipit peroksidasyonunu engelledigini ortaya koymustur.
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Eminedoki vd., (2010) parasetamoliin hepatoksik etkisine karsi balin koruyucu
oldugunu bildirmistir. Balin CCl’{in neden oldugu karaciger hasarina kars1 koruyuculugunun
incelendigi bir calismada MDA, NO, MMP-2, AST ve ALT parametrelerine bakilmis ve balin
oksidatif stresi onledigi tespit edilmistir (Khadr vd., 2007). Mahesh vd., (2009) asetominofen
ile karaciger hasari olusturulmus siganlarda yaptiklari ¢aligmada balin oksidatif stresi
azaltarak karacigeri korudugunu bildirmistir. Ayn1 zamanda Resende vd., (2003) ve Noori
vd., (2006) balin CCl, baskilanmis karaciger hasarini Onledigini belirtmislerdir. Farkli bir
calismada okratoksinin si¢anlarda olusturdugu toksisiteye karst bal ve propolisin lipit
peroksidasyonunu diisiirdiigii ve hepatit ile miicadele ettigi gézlemlenmistir (EI-Khayat vd.,
2009).

Yildiz, (2011) kestane polenin CCls’iin neden oldugu karaciger hasarinda koruyucu
etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Eraslan vd.,(2009)’de propoksiiriin sigcanlardaki oksidatif
etkisinin polenle besleme sonrasinda azaltildig: bildirilmistir. Ayni yazarin polenin karaciger
hasarin1 onlemedeki roliiniin arastirildig: farkli ¢alismalarinda oksidatif stres parametrelerini
incelemis (SOD, MDA, CAT, GSH) ve polen ekstraklari ile beslemenin tedavi edici etkisini
ortaya koymustur (Eraslan vd., 2008; Eraslan vd., 2010).

Bu ¢alismada CCly’iin toksik etkilerine bagli olarak oksidatif stresi artirdigi, bal,
propolis, polen ve ari siitiiniin meydana gelen bu strese karsi lipit peroksidasyonunu 6nledigi,
antioksidan enzimlerin miktarint arttirarak oksidatif stresi ve karaciger hasarini oOnleyici
oldugu kanaatine varildi.

Sonug olarak, CCls’e maruz kalmis deney hayvanlarinda karaciger hasar1 meydana
gelmektedir. Bu hasar daha ¢ok oksidatif kaynakli bir stresten ileri gelmektedir ve karaciger
hiicrelerinde deformasyona ve sentez yeteneginde azalmaya neden olmaktadir. Yapilan bu
calismada CCly ile birlikte bal, polen, propolis ve ari siitiiniin gida takviyesi olarak gavaj
(oral) yoluyla deney hayvanlarina verildigi takdirde CCly kaynakli toksik etkiyi azalttigi ve
karaciger hasarin1 engelledigi goriilmektedir. Ayrica apiterapik ar1 {irlinlerinin antioksidan
yonden etkinliklerinin igerdikleri fenolik madde miktarlar1 ile dogru orantili olarak degisim
gosterdigi pek ¢ok bilimsel arastirmada bildirilmektedir (Basnet vd., 1997; Molan, 2001,
Bonvehi vd., 2001). Ancak bu iiriinlerin oksidatif kaynakli karaciger hasarini onlemedeki
rollerinin kullanilan iriinlerin fenolik madde miktara birebir bagl olmadig ¢alisilan ALT
ve AST degerlerinden anlagilmaktadir. Propolis ve polenin ar siitii ve bala gore ¢ok yiiksek
fenolik madde miktarina sahip oldugu halde neden hepsi CCl, tarafindan olusturulan oksidatif

kaynakli karaciger hasarin1 dnlemede benzer etkiye sahiptirler? Propolis ve polenin karaciger
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hasarini 6nlemede bal ve ar1 siitiinden neden daha yiiksek etki gostermemistir? Bunun bir kag
cevabi olabilir. Bir tanesini ar1 iiriinlerinin biyo-yaraliliklar ile izah etmek miimkiindiir. Yani
bal ve ar siitiiniin propolis ve polene gére mide ve barsak sistemindeki emilimleri ile kana
gecme zamanlari arasinda farkliliklar olabilir. Nitekim ar1 dirlinlerinin biyo-yararliliklar ile
ilgili literatlire baktigimizda ar1 siitiinlin yaklagik olarak %29, balin %60 emilim gosterdigi,
polen ve propolisin ise ¢ok daha diisiik seviyede yani %2 oraninda emilim gosterdigi
bildirilmektedir (Boyacioglu, 2012). Bu g¢alisma bizim bulgularimizla da uyum
gostermektedir. Bal, propolis, polen ve ari siitiiniin antioksidan 6zellikleri birbirinden farkl
olsa da biyo-yararliklar1 ile sindirim sisteminde erisilebilirlikleri dengelenmektedir. Yapilan
¢alismada bu triinlerin sadece antioksidan aktiviteleri ele alindi. Ancak bu iriinlerin anti-
inflamatuar etkinlikleri ele alinmadi. Nitekim yapilan bir ¢alismada kestane balinin anti-
inflamatuar role sahip oldugu ve bu etkisinden dolay1 yiiksek gastroprotektif role sahip oldugu
bulundu (Nasuti vd. 2006). Literatiirde ar1 iiriinlerinin yara iyilesmesinde aktif rol oynadigina
dair farkli ¢alismalar bulunmaktadir (Fujii vd., 1990; Park vd., 1996; Kohno vd., 2004; Tan-
No vd., 2006; Kassim vd., 2010; Maruyama vd., 2010; Kiipeli Akkol vd., 2010). Dolayisiyla
calismada kullanilan dort farkli antioksidan aktiviteye sahip ar1 iiriinlerinin karaciger hasarini
onlemedeki etkinlikleri benzer olmasinda anti-inflamatuar aktivitelerinin etkili oldugu
sOylenebilir.

Bu sonuglardan yola c¢ikarak c¢esitli sebeplerle olusan karaciger hasarlarinin
onlenmesinde ve tedavi edilmelerinde bal, polen, propolis ve ar1 siitii gibi dogal ar1
iirinlerinin yiiksek potansiyele sahip olduklarini sdylemek miimkiindiir. Ozellik de kimyasal
kirlilige maruz kalmis yerlerde ¢alisan kimselerin diizenli olarak ar1 {irtinlerini kullanmalar1
durumunda basta karaciger hasarlari olmak iizere oksidatif stresten korunacagini
gostermektedir. Ayrica ¢esitli nedenlerle hepatite yakalanmis kimselerin ar1 iiriinleri ile
beslenmesinin tedavide etkili olacag1 goriilmektedir. Ancak viral hepatit olusturulmus deney
hayvanlarindaki denemeler ve hepatitli kimseler iizerinde yapilacak olan c¢aligsmalar ar
triinlerinin gercek etkiliklerini ortaya cikartabilecektir. Ayrica bu Triinlerin dogal {iriin
olmalar1 nedeniyle hepatite maruz kalmis kimselerin bu tirlinleri bol miktarda tiiketmelerinde

bir sakinca bulunmadigindan, insan organizmasinda denenmeleri de kolay olacaktir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada Karadeniz Bolgesi’nin baskin florasindan olan kestanenin bali, poleni ve
propolisi ile ar1 siitiniin biyoaktif 6zellikleri ortaya cikarildi ve bu ar1 iriinlerinin CCly ile
siganlarda olusturulan karaciger hasarini 6nlemedeki rolii aragtirildi.

Antioksidan aktivite 6l¢timlerinde; toplam fenolik madde miktar1, toplam flavonoid
miktari, toplam antosiyanin miktari, demir (III) indirgeme kapasitesi testi (FRAP), bakir (II)
indirgeme kapasitesi testi (CUPRAC) ve DPPH radikali temizleme testleri tercih edildi.

Calismada kullanilan propolis 6rneginin bal, polen ve ar1 siitiinden yiiksek polifenol,
flavonoid ve antosiyanin igerigine sahip oldugu bulundu. CUPRAC, FRAP ve DPPH
analizlerinde de propolisin diger ar1 iirlinlerinden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit
edildi. In vitro olarak yapilan ¢alismalarda bulunan sonuglarin in vivo hayvan ¢aligmalarinda
ki etkisinin aragtirilmasi i¢in deney hayvanlari ile bir ¢alisma kurgulandi.

Karaciger i¢in toksik oldugu bilinen ve karacigerde ileri seviyede harabiyete neden
olan CCl, tarafindan sicanlarda olusturulan karaciger hasarini Onlemede ari iirlinlerinin
etkinlikleri incelendi. Bu kapsamda c¢alisma siiresince siganlar bu gidalarla beslendi.
Karacigerde olusan hasari ve ari iiriinlerinin bu hasar1 dnleyip 6nlemedigi plazma ALT ve
AST enzimlerinin seviyeleri ile karaciger dokusu, plazma ve eritrosit paketlerinde SOD,
MDA ve CAT parametrelerin seviyeleri incelenerek belirlendi. Ayrica siganlarin kilo
degisimleri de takip edilerek birer gida maddesi olan apiterapik ar1 {irlinlerinin hayvanlarin
viicut kitlelerine etkisi de takip edildi.

Plazma ALT ve AST aktivitelerinde CCl, grubunda SF kontrol grubuna gore anlaml
bir artis gozlendi. Bu artig karaciger harabiyetinin olustugunu gosterdi. Polen, propolis, bal ve
ar1 siitiiniin uygulandig1 gruplarda CCl, grubuna goére anlaml bir diisiis gozlendi. CCly ile
beslenme sonrasinda analiz yapilan karaciger dokusu ve eritrosit paketlerinde oksidasyonun
bir gostergesi olarak MDA seviyesinin arttigi gézlemlendi. Plazma MDA seviyesi tayin
sinirlarinin - altinda oldugu igin belirlenemedi. Karaciger dokusunda yapilan analizlerde
kontrol gruplarina ait MDA sevileri diisiik bulunurken, CCls’e maruz kalmis siganlarda MDA
degerleri anlamli olarak artig gosterdi. Bu artis ar siitii, bal, polen ve propolis ile beslenen
siganlarda ise anlamli olarak azalma gosterdi. Eritrosit paketlerinde ise CCly’e maruz kalmig
gruplarin MDA seviyesinin yiikseldigi, ancak ar1 iiriinleri ile beslenen gruplarda ise MDA

seviyesinin anlamli derecede azaldigi gozlendi. CCls’e maruz kalmis sicanlarin eritrosit
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paketlerindeki SOD seviyesinin diistiigii, ancak karaciger dokusundaki SOD seviyesinin ise
arttigr gorildi. CAT aktivitesinin kontrol gruplarina gére CCly grubunda daha diisiik oldugu
gozlendi. An {riinleri ile beslenen gruplarda ise CCly’e maruz birakilan gruba gore CAT
aktivitesinin artig1 goriildii. Biitiin bu bulgular1 histopatolojik sonuglar desteklemektedir.

Sicanlarda deney sonrasi agirlik degisimleri incelendiginde serum fizyolojik kontrol
grubunda kilo artis1 gozlemlenirken, alkol kontrol grubunda, CCl; grubunda, polen ve
propolis grubunda azalma goriildii. En yiiksek kilo kaybi1 CCl, grubunda gozlendi. Bal ve ar1
siitli gruplarinda ise degisim gozlenmedi.

Sonug olarak, CCls’e maruz kalmis deney hayvanlarinda karaciger hasari meydana
gelmektedir. Bal, polen, propolis ve art siitiiniin CCly kaynakli toksik etkiyi azalttifi ve
karaciger hasarin1 engellemede benzer etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

Bu sonug¢ bize ¢esitli nedenlerle hepatite yakalanmis kimselerin ar1 iiriinleri ile
beslenmesinin tedavide etkili olabilecegini gostermektedir. Bu amagla klinik c¢alismalar
yapilabilir.

Yapilan bu ¢aligmada kg canli deney hayvani basina verilen 400 mg balin CCls
hasarina kars1 karacigeri korudugu bulundu. Bunu insan organizmasi i¢in diisiinecek olursak,
ortalama 70 kg’lik bir insanin giinde 28 gr (2 tath kasig1) bal tiikketmesi tavsiye edilebilir.

Sonuglarimizin gerek bolge gerekse iilke kapsaminda ar1 ve aricilik triinlerinin tilke
ekonomisindeki {lretimine pozitif yonde katki saglamasi c¢aligmamiz admma O6nem arz
etmektedir. Bu ¢alismada apiterapik ar1 iirlinlerinin sadece karaciger hasariyla olan iligkisi
incelenmistir. Calismadan elde edilen sonuglarin farkli agidan degerlendirilip biyosistem
tizerindeki bagka etkileri de arastirilabilinir.

Ilerleyen calismalarda bu calismada yapilamayan dier antioksidan enzimlerinin
aktivitelerine bakilabilir.

Farkl1 floraya ait bal, polen ve propolis drneklerinin karaciger hasari {izerine etkileri

incelenebilir.
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