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Doktora Tezi

OZET

BIR GIDA MADDESI OLARAK KESTANE POLENININ KIMYASAL BILESIMI,
BIYOAKTIF OZELLIKLERI VE KARACIGER HASARINI ONLEMEDEKI ROLU

Oktay YILDIZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Dog. Dr. Sevgi KOLAYLI
2011, 135 Sayfa

Yapilan calismada, gida maddesi olarak kullanilan Karedeniz bdlgesi kestane
polenlerinin botanik o6zellikleri, fiziksel ve kimyasal oOzellikleri ile karaciger hasarini
Onlemedeki rolii arastirildi. Polenlerin antioksidan kapasitesi toplam fenolik madde,
toplam flavonoid, antosiyanin, karotenoid icerigi ve demir indirgeme/antioksidan giic
(FRAP) testleri ile belirlendi. Polenin CCly ile deneysel hasar olusturulan sigcanlardaki

tedavi edici etkisi aragtirildi ve sonuglar pozitif kontrol olarak, Silibinin ile karsilastirildi.

Calisma 49 adet Spraque Dawley cinsi erkek sigan yedi gruba ayrilarak yapildi.
Yedi giin sonunda, sicanlar dekapite edilip plazma, eritrosit ve karaciger dokularinda
analizler yapildi. Alanin aminotransaminaz ve aspartat aminotransaminaz, malondialdehit,
stiperoksit dismutaz ve glutatyon miktarlar1 6lgiildii ve polen beslemesinin CCly hasarini
onemli dlcilide tedavi ettigi gozlendi.Calismada polenlerin % 14,03-% 16,87 su; % 17,67-
% 23,67 protein; % 25,35-% 37,35 glukoz; % 37,72-% 54,21 fruktoz; 13,68-28.87
mgGAE/ g kuru polen fenolik madde igerdigi; antioksidan kapasitesinin 68,04-82,31 mM
TEAC/g kuru polen oldugu ve fenolik asitlerden gallik asit, protokatekuik asit, p-
hidroksibenzoik asit, klorojenik asit ve p-kumarik asidi igerdigi tespit edildi. Bulgular,
yiiksek biyolojik degere sahip polenin in vivo oksidatif stresi ve hasar1 6nlemede oldukca

etkili oldugu ve diizenli tiikketilmesi halinde insanlar i¢in de faydali olabilecegini gdsterdi.

Anahtar Kelimeler: Polen, Kestane, CCl4, Fenolik bilesikler, Palinoloji, Sigan
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PhD. Thesis
SUMMARY

CHEMICAL COMPOSITION, BIOACTIVE PROPERTIES OF CHESTNUT POLLEN
AS A FOOD AND IT’S PROTECTIVE ROLE ON THE LIVER INJURY

Oktay YILDIZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Sevgi KOLAYLI
2011, 135 Pages

The present study was undertaken to elucidate of botanical characteristics, phsical,
chemical composition of chestnut pollens, collected by honeybees and consumed as a food,
and their protective roles against carbontetrachloride (CCls)—induced liver damage.
Antioxidant capacity of pollens was determined by using total phenolic content, total
flavonoid, anthocyanin, carotenoid content and ferric reducing/antioxidant power (FRAP).
The pollen’s therapeutic effect was monitored by plasma aspartate transaminase (AST),
alanin transaminase (ALT) activities and some antioxidant parameters, and the result was
compared with silibinin, as a positive control.

The study was conducted in 49 male Spraque dawley rat and seven groups were
established. At the end of the seven days, blood and liver tissue were collected and
analyzed. ALT, AST, malondialdehyde, superoxide dismutase, and glutathione were
measured. It was inferred that the chestnut pollen exhibited good inhibitory effects on
CCly-induced liver damage. The water content ranged from % 14,03 to % 16,87; total
protein content ranged form % 25,35 to % 37,35; glucose content ranged from % 25,35 to
% 37,35; fructose content ranged from % 37,72 to % 54,21; the total phenolics ranged
from 13,68 to 28.87 mg GAE equivalents/ g pollen; the total antioxidant activity ranged
from 68,04 to 82,31 mM of Trolox equivalents/g. The present findings indicate that in vivo
pollen extract administration may be useful for the prevention of oxidative stress induced

oxidative damage.

Key Words: Pollen, Chestnut, CCls, Phenolic compounds, Palynology, Rat
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1.GIRIS

Polen, ¢igekli bitkilerde, ¢igeklerin erkek iireme organlarmin (stamen) {ist kisminda
bulunan anterlerin i¢indeki keseciklerde yer alan, erkek hiicre tasiyan burusuk, dikenli,
yagl ve yapiskan yapidaki, bal arisi tarafindan toplanan kurutulmus ¢igek tozlari olup
bitkinin erkek gametini (bu nedenle erkek DNA) disi gamete tagiyan bitkisel yapidir (TSE,
1989). Sikistirilmis polen tozu binlerce mikroskobik (genellikle 15-100 mikron) polen
tanesi igermektedir (Erdogan ve Dodologlu, 2005).

Kimyasal ve biyolojik a¢idan herhangi bir zararl reaksiyon ya da organizma iizerinde
kontrol edici etki gosteren, onu zararsizlastiran veya yok eden etkilerin hepsine biyolojik
etkinlik, biyolojik agidan etkin maddelere de biyolojik aktif maddeler veya biyoaktif
maddeler denir. Ar frinlerinin tamami olduk¢a yiiksek biyoaktif ozellik gosteren
bilesikleri bilinyesinde bulundurmaktadir (Kii¢iikk vd., 2007; Eraslan vd., 2008; Sarikaya
vd., 2009). Bal, polen, propolis, ar1 siitii, balmumu ve ar1 zehri temel ar1 tirtinlerinden olup
her birinin ayr1 ayri biyolojik 6nemi bulunmaktadir. Bal ve propolis, iizerinde birgok
calisma yapilan ar1 iiriinlerinden olup polenin biyolojik degeri yeterince aydinlatilmamustir.

Antioksidanlar, organizmadaki bilesiklerin degisik yollardan oksidasyonlarin
engelleyen ve/veya oOnleyen biyoaktif bilesiklerdir. Son yiizyilda insanlarin dogal
antioksidanlara olan ilgisi artmustir. Bilhassa yapay antioksidanlarin Kkarsinojenik ve
potansiyel bazi zararli etkilerinin oldugunun diisiiniilmesi bu ilgiyi artirmistir. Dogal
antioksidanlarin biiyiik cogunlugu bitkisel kaynakli olup daha ¢ok polifenoller ve
flavonoidler halinde bulunurlar (Rice-Evans, 1997). Dogal antioksidanlar, dogal olarak
tilketilen gidalarla giinliik diyetle veya takviye edici gidalarla viicuda alinmaktadir. Bitkisel
kaynaklarda bulunan antioksidanlarin canli organizmalarin savunma sistemine olan etkileri
disinda gida sanayinde de Onemli derecede yararliliklart bulunmaktadir. Bu amagcla
besinlerin bozulmasint 6nlemek, raf Omriinii artirmak, lipitlerin ve vitaminlerin
parcalanmasini engellemek ve besin rengini korumak i¢in kullanilan antioksidanlar 6nemli
katki1 maddeleridir.

Bir canlimin biliyliylip gelisebilmesi i¢in giinlilk alinmasi gereken aminoasitleri,
vitaminleri ve mineral maddeleri yeterli miktarlarda ve denge iginde bulunduran yegane

dogal bir besin maddesi olan polenin yapisinda bulunan fenolik bilesenlerin ve
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flavonoidlerin birer potansiyel antioksidan oldugu bilinmektedir (Silva vd., 2006). Bu
ajanlarin kanser ve gesitli hastaliklarin olusumunda rol alan oksidan yapilar1 yok ederek,
antioksidan enzimlerin aktivitelerini stimule ederek, intraselluler oksidatif stresi azaltarak,
nitrik oksit ve peroksit radikalleri de direkt olarak temizleyerek etkili olabilmektedirler
(Moreira vd., 2008; Eraslan vd., 2008; Jo Bright vd., 2008).

Karaciger hemen hemen tiim metabolik yollarin, biyosentez reaksiyonlariin ve tiim
zehirsizlestirme (detoksifikasyon) mekanizmalariin cereyan ettigi cok 6nemli bir organ
olup anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeniyle toksik madde ve
ilaglara sik¢a maruz kalmaktadir. Karaciger’de hasar dahil, gesitli patolojik tablolara yol
acan 600’dan fazla maddeden biri de karbon tetrakloriir (CCl,)’diir (Vural, 1984; Van vd.,
1993; Yao vd., 1994; Giiven vd., 2003; Wu and Cederbaum, 2003; Wang vd., 2005;
Ustiindag, 2005). Viicuda alinan hemen hemen tiim kimyasal ajaninin zehirsizlestirildigi
yegane organ olan karaciger dokusunun ¢esitli nedenlerden dolay1 hasarini tedavi edecek
herhangi bir ilag bulunmamaktadir. Sentetik ajanlardan farkli olarak dogal iirtinlerle
tedaviye cevap verdiginden dolay1 karaciger hasarinin engellenmesinde dogal {irlinler
lizerine caligmalar yogunlagmistir. Bu nedenle bazi bitkisel ekstraktlarin hasar1 6nlemede
rol oynadigi bilinmektedir.

Apolar karaktere sahip CCl, deneysel olarak karaciger doku hasar1 olusturulmasinda
yaygin olarak kullanilir ve mitokondriyal monooksijenaz (P450-2E1) sistemince
metabolize edilir. CCly’e bagl karaciger hasarinda meydana gelen lipid peroksidasyonu
olduk¢a onemlidir (Parola vd., 1996; Nordberg ve Arner, 2001; Necas vd., 2005), ¢iinkii
bu hasara bagli olarak ilerleyen siire¢ sonunda karaciger fibrozisi ve siroz olusabilir. Siroz;
karacigerin anatomik yapisinin fibrozis ve nodiillesme sonucu bozulmasidir ve ilerleyici
bir kronik karaciger hastaligidir (Sherlack ve Dooley, 1987). Siroz, ¢ogunlukla kronik
alkolden kaynaklanir, ancak CCl, zehirlenmesi, enfeksiyoz hepatit gibi viriis hastaliklar1 ve
safra kanallarinin enfeksiyonu gibi durumlari takiben de siroz goriilebilir (Giizel, 1996).

Arn triinleri genellikle elde edildikleri bitki florasina bagli olarak gruplandirilirlar ve
biyolojik aktiviteleri iiretildikleri bitki florasina bagli olarak degisim gosterirler. Kestane
balinin, ililkemizde ve diinyada biyolojik degeri yiiksek ballardan biri oldugu bilimsel
olarak bildirilmektedir. Bu nedenle kestane balinin iretilmesinde etkin olan kestane
poleninin de yiiksek biyolojik degere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Kestane
(Castania sativa) poleni kestane agaglarinin yogun olarak bulundugu boélgelerde, arilarin

topladig1r polenlerdir. Aynmi ismi tasiyan ballarin polifenol igerigi bakimindan diger



ballardan ayirt edici oranda yiiksek bulunmasi (Al-Mamary vd., 2002; Aljadi ve
Kamaruddin 2004; Beratta vd., 2005; Kii¢iik vd., 2007; Sarikaya vd., 2009) nedeniyle
biyoaktif 6zelliklerinin yiiksek olmasi beklenilen kestane poleni ¢alisma dokusunun temel
materyalini olusturmustur. Bununla birlikte calismada kullanilacak karisik ar1 polenlerinin
palinolojik degerlendirmesi yapilarak baskin poleni de belirlenecektir.

Calismanin ilk asamasinda kestane poleninin kimyasal Ozellikleri ve biyoaktif
ozellikleri ortaya cikarilacaktir. Devaminda tasimis oldugu fenolik bilesikler ve diger
biyoaktif 6zellikleri goz 6niline alinarak deneysel karaciger sirozu olusturulmus siganlarda
besleme siiresinde iyilestirme etkisi (in vivo olarak) incelenecektir. Ayrica Siganlara
karaciger hasarinda etkili oldugu bildirilen eksojen antioksidanlardan silibinin de verilerek

iyilestirme etkileri birbiri ile karsilastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Apiterapi

Aricilik iirlinlerinin tedavi amaciyla kullanilmasi olarak adlandirilan “apiterapi” ¢ok
eski zamanlardan beri kullanilmakla birlikte, bu konuda aragtirmalarin yapilmasi ve
apiterapi merkezlerinin kurulmasiyla giiniimiizde de onemini korumustur. Son yillarda
diinyada o6zellikle Cin’de apiterapik yontemlerin kullanimi hizli bir gelisme gostermistir.
Bal, polen, propolis, ar siitii, ar1 zehri ve balmumu birer ar1 iriinleri olup, kullanma
yontemleri yoresel ve alisilagelmis sekillerde uygulanmaktadir. Yiiksek besin degerine
sahip olan balin, ¢esitli enfeksiyonlardan ileri gelen yaralarin ve yaniklarin tedavisinde
onceden beri kullanildig1 bildirilmektedir. Kovanlarin korunmasi amaciyla arilarin
dogadan topladiklar1 propolisin kuvvetli antibiyotik 6zellik tasidigi ve bu amagla agiz
yaralarindan ¢esitli eklem agrilarina kadar pek ¢ok sekilde kullanildigi bildirilmektedir.
Ulkemizde ise ar1 iiriinlerinin sagliga faydali oldugu konusunda son yillarda hizli bir
sekilde farkindalik olusmakla beraber, bu tiriinlerin kimyasal 6zellikleriyle tibbi 6zellikleri
arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmaya yonelik ¢alismalar yeterli seviyeye ulasamamistir.

Aricilik iiriinlerinden bal, bal arillarinin ¢igek nektarlarini, bitkilerin veya bitkiler
lizerinde yasayan bazi canlilarin salgilarini topladiktan sonra, kendine 6zgii maddelerle
karistirarak degisiklige ugratip, bal peteklerine depoladiklari tatli madde olup (Tirk Gida
Kodeksi Bal Tebligi, 2000) apiterapide kan dolasimimi kolaylastirici, uykusuzluk ve
sinirlilik durumlarinda sakinlestirici, bakteriyel hastaliklara, yara ve yaniklara (Al-
Ammary, vd., 2002; Orhan, vd., 2003), sindirim sistemi hastaliklarina (White, 1979; Al
Somai vd., 1994; Schmidt 1997; Molan 1997; Sahinler, 2000) ve iist solunum yolu
enfeksiyonlarina karsi tedavi edici olarak kullanilmaktadir.

Polen (gicek tozu), bitkinin erkek gametini disi gamete tasiyan bir yapidir (Erdogan
ve Dodologlu, 2005). Apiterapide polen enfeksiyon hastaliklari ve mide kanamasi gibi
birgok hastaligin tedavisinde (Williams, 1994) ve yiiksek rakima bagli kusma
sendromunun 6nlenmesinde tibben kullanilmaktadir (Linskens ve Jorde, 1997).

Polen, polen alerjisi olan kisilerin tedavisinde ve tipta prostat hastaliklarmin
tedavisinde kullanilmaktadir (Mizrahi 1997; Campos vd. 1997; Schmidt, 1997).
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Propolis (ar1 zamki) bal arilarinin bitki tomurcuk ve filizlerinden topladigi re¢cinemsi
maddenin genel ismidir. Propolis ismi yunanca savunma anlamina gelmekte olup arilarin
ve kovanin korunmasindan sorumludur. Kovan girisinde bulunan propolis arilarin
ayaklarinin temizlenmesinde bir ¢esit dezenfektan olarak, kovan tahtalarinin aralarinda
bulunan propolis ise kovanin 1sisinin korunmasinda rol oynar. Ham propolisin tam bilesimi
kaynaga gore degisir (Chemid, 1996). Propolis tarafindan iyilestirilebilen hastaliklar
arasinda nefes darligi, egzema, g6z enfeksiyonlari, bogaz enfeksiyonlari, iilser ve bobrek
enfeksiyonlart  yer alir  (Hill, 1977). Propolisin  antibiyotik,  antifungal,
antiviralozelliklerinin oldugu ve bol miktarda flavanoid ig¢erdigi icin antioksidan etkisinin
baldan ve BHT den 2 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Russo, 2004). Biyolojik
etkinliginin yliksek olmasi nedeniyle, propolisli {irlinlerin iiretiminde bir hayli artig vardir.
Propolisli pastiller, dis macunlari, glines koruyuculari, ciklet ve ¢ikolatalar bu iiriinlerin
birkacidir (Sarikaya vd., 2009).

An siti, 5 ila 15 ginlik is¢i arilarin alt g¢ene (mandibular) ve bogaz
(hypopharyngeal) bezlerinin salgilarindan birisi olup ana ar1 gozlerine asilan larvalarin
beslenmesine yarayan, ancak ana ari1 gozlerine asilama yapildiktan sonra 36-48 saat
zarfinda toplanan pelte kivaminda, kemik renginde, kendine has bir kokuya ve yakici bir
tada sahip bir gida (TSE, An siitii, 1989) olup farmakolojik olarak kan damarlarini
genisletici ve kan basincin diisiiriicti (Matsui vd., 2002; Shimoda vd., 1978), yangi giderici
(Fujii vd., 1990), tiimor onleyici (Tamura vd., 1987), yorgunluk giderici (Kamakura vd.,
2001), antialerjik (Kataoka vd., 2001), antioksidatif (Nagai vd., 2001), antibakteriyel
(Yatsunami ve Echigo, 1985) ve bagisiklik sistemini uyarici (Heidrick, 1984) gibi birgok
etkiye sahiptir. Ayrica, ar siitii gelisme ve biiylimeyi hizlandirici, hormonal diizenleyici,
cinsel giicii ve dol verimini arttirici olarak da kullanilmaktadir (Nagai vd., 2001). Ar1 zehri,
arilarin zehir torbasinda olusan ve igerisinde baslica mellitin, apamin, MCD- peptidi,
histamin, hyaluronidaz, fosfolipaz- A2 bulunan, keskin kokulu, aci tadda, sarimtirak
renkte, s1vi, hava ile temasinda ¢abuk kuruyup kristalize olan bir maddedir (TSE, Ar1 zehiri
tasarisi, 1989). Ar1 zehri romatizmal, gribal, ortopedik hastaliklarin tedavisinde, bunlarin
yaninda mafsal iltihabi, deri kanseri ve ekzemaya karsi kullanilmaktadir (Schmidt, 1997,
Cherbuliez, 1997; Sahinler, 2000).

Balmumu, arilarin peteklerini yapmak i¢in karin halkalarinda (segmentlerde) bulunan

balmumu bezlerinden salgiladiklart yumusak sar1 veya daha koyu madde olup apiterapide
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bazi merhem tiirii ilaglarin yapiminda, kozmetikte krem ve dudak boyasi yapiminda ve
discilik alaninda kullanilmaktadir (Krell, 1996; Schmidt, 1997).

I¢inde bulundugumuz asir dogala yénelimin, dogal yasam ve dogal beslenmenin 6n
planda oldugu bir dénemdir. Insanlar beslenme faaliyetini artik ¢ok yonlii olarak dikkate
almakta bazi hastaliklardan korunmak ve/veya tedavi amagcla yerine getirmektedir. Ar
tirtinleri olan bal, bal mumu, polen, propolis, ar1 siitii Ve ar1 zehri gibi {irlinlerin ¢esitli
tedavi edici 6zellikleri yillardir bilinmekle birlikte ayirma ve analiz tekniklerinin gelismesi

ile apiterapik yoOnleri daha da agiga ¢ikmaktadir.

2.2. Polen

Polenler ¢igekli bitkilerin erkek organlarinda meydana gelen lireme tniteleri olup
(Krell,1996) bitkinin erkek gametini (bu nedenle erkek DNA) disi gamete tasiyan bir
yapidir (Sekil 1) ve miikemmel bir gida olarak da kabul edilmektedir (Krell,1996). Polenler
bu taginma sirasinda erkek gametini ¢ok iyi korumus, sikistirilmig binlerce mikroskobik
polen taneleri (genellikle 15-100 mikron) i¢ermektedir. Bal arilarinin larva sonrasi yavru
yetistirmesinde ve genglik donemlerinde dokulariin, kaslarinin, salgi bezlerinin ve diger
organlarinin yeterince gelismesi i¢in gerekli olan protein, lipit, sterol, vitamin ve minareleri
saglayan en Onemli besin maddesidir (Konar, 2010; Erdogan ve Dodologlu, 2005;
Schimidt,1997; Pernal ve Currie,2001; Calderone ve Johnson, 2002; Dobson ve
Peng,1997). Polenler arilar tarafindan bitkilerden toplandigi zaman genellikle bir miktar
nektar ile veya kusarak cikardiklar1 bal ile karistirilarak yapiskanlik kazandirilir ve pelet
(topak) halini almas1 saglanir. Polenlerin kismen tatli olmasi da bu sebepten kaynaklanir.
Bazi polen tipleri yapilarinda nektar ve bal bulunmaksizin zengin yag igerigine de sahiptir.
Yiyecek toplayan bir balaris1 nadiren birden fazla ¢igekten polen ve nektar toplar. Bu
nedenle arilarin arka bacaklarindaki bir polen peleti yalnizca bir veya bir ka¢ polen ¢esidi
icerir. Bunun bir sonucu olarak polen peletleri tipik bir renge sahiptir. En yaygin
rastlanilan polen renkleri sar1, kirmizi, mor, yesil, portakal rengi ve diger gesitli renklerdir
(Sekil 1, Sekil 2).
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Sekil 1. Arilar tarafindan toplanan ¢esitli renkteki polenler
(Foto: F. Intoppa; Krell, 1996)

Arilar tarafindan peteklerde saklanan ve ar1 ekmegi, ar1 yemegi olarak da adlandirilan
kismen fermente olmus polen karigimi farkli bir kompozisyona ve besinsel icerige sahip
olup bal aris1 larvalarina veya ari siitii tireten ig¢i arilara verilen bir gidadir.

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

beslenmesinde ve kek iiretiminde kullanilmaktadir.

Sekil 2. Zambak cicegi ve polenleri (Krell, 1996)



Polenlerin insanlar tarafindan ytizyillardir gida olarak tiiketildikleri bilinmektedir. Bu
anlamda Babillerin kutsal kitabinda, diger dini kitaplarda ve Cin yapitlarinda bu konuya
dair bilgiler bulunmaktadir (Elkins, 1996).

Polen tuzaklari1 tarladan donen arilarin giigliikle gegebildikleri bir elekten olusan,
kovan girisine veya altina yerlestirilen plastik veya metalden yapilmis diizeneklerdir. Bir
ar iki ayaginda iki polen peleti (topak) tasiyabilir. Viicudunda polen tasiyan arilarin arka
bacaklarindaki (Sekil 3) polen tanelerinin bir kismi arilar kovana girebilmek icin levhadaki
deliklerden gegerken birakilmak zorunda kalir ve aricilar bu sekilde polenleri toplarlar
(Akyol ve Korkmaz, 2006; Cakmak vd., 2002).

Sekil 3. Arilarin arka bacagi, elektron mikroskobu
goriiniimii (Fotograf: R.C. Davis; Krell, 1996)

Polenler dogrudan tiiketildigi gibi bal, ar1 siitii, siit gibi gidalarla karistirilmak
suretiyle de tiiketilmektedir.

Polen taneciklerinin mikroskopik goriiniimii ve kimyasal yapist bitki florasina bagh
olarak degisim gosterdigi i¢in bal ve diger ar1 liriinlerinin hangi floraya sahip oldugunu
anlamak i¢in bir marker olarak da kullanilirlar (Talpay, 1985; Bogdanov vd., 1987;

Persano ve Piro, 2004). Ayni zamanda bu orjinden kaynaklanan fark polenin bilesiminin de



farkl1 olmast sonucunu dogurur. Sekil 4’de farkli bitki kaynakli bazi polenlerin

mikroskobik goriiniimii verilmistir (URL-2).

A: Sinirliot (Plantago lanceolata); B: Dandelion ¢igegi (Taraxacum sp.); C, E: Taksokutu (Arabidopsis
thaliana); D, G, H :Karisik Polenler; F: Sarigam (Pinus sylvestris)

Sekil 4. Degisik tipteki polenlerin mikroskobik goriiniimii

Literatiirde polenin igerigine ait bazi parametrelerin ortalama degerlerine dair veriler
verilmis olmasina ragmen, polenin fizikokimyasal Ozellikleri ve biyoaktif ozellikleri
orjinine bagh olarak oldukca farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle polenin standart bir
bilesiminin ortaya ¢ikartilmasi olduk¢a zordur. Bununla birlikte polende temel amino
asitler, 10 farkli mineral madde, B grubu vitaminlerinin tiimiine ek olarak C, D, E
vitaminleri, dogal hormon, enzim, koenzim, pigment, karbohidrat ve fermentler bulundugu
bildirilmistir (Otles, 1995; Stanley ve Linskens, 1985; Karatas vd., 2000; Orziez
Villanueva vd., 2002).

Simdiye kadar ¢esitli polen tiirleri lizerine baz1 bilimsel ¢alismalar bulunmaktadir. Bu
calismalarin bir kism1 kimyasal icerigi lizerine bir kismi mikroskobik sekilleri iizerine ve
bitki florasin1 gosteren sistematik tizerine analizler olup (Krell, 1996; Talpay, 1985;
Bogdanov vd., 1987; Persano Oddo ve Piro, 2004; Otles, 1995; Stanley ve Linskens,
1985; Karatas vd., 2000; Orzaez Villanueva vd., 2002), bir kismi da in vitro antioksidan
aktivite calismalaridir. Krell (1996) yaptigi calismada arilarin topladiklari polenlerin
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ortalama %7,5-40 protein, %15-50 karbohidrat ve %15 -50 arasinda degisen ve oldukga
yiiksek miktarda nisasta ihtiva ettigini ifade etmistir. Basim vd. (2006) de yaptiklar1 in
vitro ¢alismada polen ve propolis metanolik ekstraklarmin pek ¢ok patojenik bakteriye
kars1 antibakteriyal aktivite gosterdiklerini rapor etmistir. Yine Medeiros vd. (2008) de
siganlarda fenolik polen ekstraklarinin anti alerjenik etkisinden bahsetmislerdir. Almaraz-
Abarca vd. (2007) de yaptiklar1 cgalismada Mecksika florasina ait etanolik polen
ektraktlarinin lipid peroksidasyonu inhibe edici ve polen ekstraklarinin HPLC analizinde
bir flavanoid tiirevi olan kalkonlarca zengin oldugunu gostermistir. Polenin in vitro olarak
lipid peroksidasyonunu engelledigi, oksidan &zellige sahip ve kanserojen oldugu bilinen
pek ¢ok serbest oksijen radikalini temizledigi (Silva vd., 2006; Sari¢ vd., 2008), yine in
vitro bakteri ¢aligmalarinda bakterileri oldiirdiigii veya gelisimini engelledigi (Basim vd.,
2006) yapilan arastirmalarda belirtilmistir. Otles (1995) ¢alismasinda arilar igin toksik
etkiye sahip bilesikleri tasiyan polenlerin de bulundugunu, bu toksin ve alkoloidlerden
kendilerini korumak i¢in polenlerin karisimini tiiketme yoluna gittigini ifade etmistir.
Bunlarin disinda literatiirde polenlerle ilgili olarak antioksidan aktivitelerini ortaya ¢ikaran
arastirmalara (LeBlanc vd., 2009) ek olarak, ballarin orijinlerini belirlemek iizere yapilan
polen arastirmalar1 (Valencia-Barrera, 2000; Arvanitoyannis vd., 2005; Ouchemoukh,
2007; Cuevas-Glory vd., 2007) ve polenlerin aminoasit analizlerinin tespitine yonelik
(Gonza'lez Parama’s vd., 2006) ¢alismalar mevcuttur. Son yillarda kestane bali iizerine
yapilan calismalar oldukc¢a artig gostermektedir. Bunun dnemli bir sebebi kestane balinin
polifenol iceriginin diger ballardan ayrirt edici oranda yiiksek bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (Kucuk vd., 2007; Sarikaya vd. 2009; Al-Mamary vd., 2002; Aljadi ve
Kamaruddin, 2004; Beratta vd., 2005; Nasuti vd., 2006).

Polen ekstraktlarinin yapisinda bulunan fenolik asitler ve flavonoitler, potansiyel
antioksidan olarak, superoksit anyonlari ve lipid peroksit radikallerini temizledikleri ve
serbest radikaller ile iligkili olaylarda hidrojenasyon veya kompleks yapilar olusturarak
okside edici ajanlar stabilize edebildikleri gosterilmistir (Silva vd., 2006). Polen, kanser ve
cesitli hastaliklarin olusumunda rol alan oksidan yapilari yok ederek, antioksidan
enzimlerin aktivitelerini stimule ederek, intraselluler oksidatif stresi azaltarak, nitrik oksit
ve peroksit radikalleri de direkt olarak temizleyerek etkili olabilmektedirler (Moreira vd.,
2008; Eraslan vd., 2008; Jo Bright vd., 2008).

Degisik bitki ¢igeklerinin tozlar1 olan polenler suda ve yagda ¢oziinen vitaminlerin

tiimiine yakinim igerirler (Karatas vd., 2000). Ticari ar1 polenlerinin B grubu vitaminleri
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igerigini tespit etmeye yonelik yapilan bir bir arastirmada (Konar vd., 2010) tiamin kloriir
(B1), riboflavin (B2), nikotinik asit (B3), pridoksin kloriir (B6), folik asit ve
siyanokobalamin (B12) vitaminlerinin miktarlar1 yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ile tespit edilmis ve ar1 polenlerindeki B1, B2, B3, B6, folik asit ve B12
vitaminlerinin miktarlar1 36,24+4,06 — 72,24+6.86 ug.g™, 77,34+6,19 — 110,1149,72 pg.g"
1 85,95+8,12 — 158,22+12,84 pg.g™, 27,24+4.39 — 87,54+7.38 pg.g™, 107,99+10,86 —
225,67+20,82 pg.g™ ve 0,220+0,016 — 0,5170,038 ug.g™ arasinda degistigi gozlenmistir.
Ayrica polen besin degeri bakimindan, diger tarimsal iriinlerle karsilastirildiginda;
domates, kabak, fasulye, elma, ekmek ve ete gore daha fazla oranda protein, demir, tiamin,
riboflavin, niasin icerdigi bildirilmistir (Schmidt, 1997). Yapilan arastirma sonuglari
polenlerin farkli vitamin igeriklerinin polenin toplandig1 bitkinin tiirii, yetisme ortamu ile
polenin toplanma ve ambalajlanmasindaki itinaya ve raf Omriine gore farkli bulundugu
sonucunu ortaya ¢ikarmistir (Karatas vd., 2000).

Apiterapide yogun bir sekilde kullanilmasina ragmen polen tiiketiminde bazen alerji,
istahsizlik, bas agrisi, bulanti, kusma, karin agnsi, ishal, kasmti gibi reaksiyonlar
goriildiigii ve bazen anafilaktik sokun da goriilebildigi bildirilmistir.

Polenin insan ve hayvanlari X 1sinlarinin zararh etkilerinden koruduguna dair verilere
bilimsel ¢alismalarda rastlanmaktadir (Schmidt ve Buchmann, 1992).

Polenin atletlerin kondiisyonu i¢in gerekli gidalar arasinda onemli bir potansiyele
sahip olduguna dair yapilan ¢alismalar (Linskens ve Jorde, 1997; Mahan, 1990; Erdemir
vd., 2005) polenlerin organizmada metabolik etkilere sahip hormonlari da biinyesinde
bulundurdugunu goéstermistir.

Yine Karatas ve Serbet¢i (2008) calismalarinda ar1 polenlerindeki adrenalin ve
noradrenalin miktarlarint HPLC ile tespit etmis; insan ve hayvanlarin metabolizmalarinda
sentezlenen adrenalin ve noradrenalinin birgok bitki hormonuna ek olarak ar1 poleninde de
bulundugunu goéstermislerdir.

Polenler antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal, antiviral) 6zellikleri nedeniyle de
on plana ¢ikmaktadir. Bununla birlikte polenler sinirl tiir ve seviyelerde mikroorganizma
igerebilir. Bunlarin bir kismi bitki kaynakli iken bir kismi disaridan (elden, topraktan,
kovandan, havadan, ambalajdan vs...) bulasma kaynaklidir. Polenlerin Escherichia coli,
Proteus, Salmonella ve diger koliform tiirlerine karsi etkili olduklari tespit edilmistir.

Polenlerin bu antimikrobiyal 6zelligi yapisinda bulunan Quercetin, Mirisetin, Kaempferol
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gibi bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Bayrak, 2005; Liebelt vd., 1996; Snowdon ve Clier,
1996).

Bugiin polenler antimikrobiyal etkileri nedeniyle bir¢cok hastaligin tedavisinde
islenmemis ham polen halinde kullanilabildigi gibi ar1 siiti, bal, soya ve vitamin E ilave
edilerek elde edilen preperatlari halinde kullanilmaktadir.

Ozcan vd.(1999), Alternaria alternata ve Fusarium oxysporium f. sp. Melonis’in
misel gelisimi ilizerine ar1 poleninin % 2 ve % 5 konsantrasyonlarindaki metanol
ekstraktlarinin inhibitdr etkilerini aragtirmis ve % 2’lik konsantrasyonun fungus gelisimine
az, % 5’lik konsantrasyonunun ise dha cok etkili oldugunu rapor etmistir (Ozcan vd.,
2003).

Kestane (Castanea sativa) kisin yapragimi doken genis yaprakli agac tiirlerinden
biridir. Tirkiye’de yaygin olarak Karadeniz sahil kusagi boyunca yayilis gosterir. Ancak
dar alanli olarak son derece seyrek ve dagimik bir sekilde Bati ve i¢ Bati Anadolu
boliimlerinde de bulunur. Kestane agaglarinin yogun sekilde bulundugu bolgelerde
yapilan aricilikta elde edilen aricilik iiriinleri (bal, polen, propolis vb...) kestane bal,
polen ve propolisi olarak adlandirilir. Literatiir arastirmalarinda kestane (Castanea
sativa) bal ve propolisi ile ilgili degisik ¢caligmalara rastlanmakta iken kestane poleni ile
ilgili yapilmis detayli ¢alismaya rastlanmamistir (Kiigiik vd. 2007; Sarikaya vd. 2009;
Al-Mamary vd., 2002; Aljadi ve Kamaruddin 2004; Beratta vd., 2005; Ulusoy vd., 2007;
Sarikaya vd., 2007; Bonaga ve Giumanini, 1986). Yapilan ¢alismalarin bir kism1 kestane

polenin mikroskobik goériiniimiine dairdir (Sekil 5).

Sekil 5. Kestane poleninin mikroskobik goriiliniimii (URL-3)
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2.3. Biyoaktif Ozellikler

Gerek in vivo gerekse in vitro sartlar altinda kimyasal ve biyolojik ac¢idan zararli
herhangi bir reaksiyon ya da organizma iizerinde kontrol edici etki gosteren, onu
zararsizlastiran/zararl etkisini azaltan veya yok eden etkilerin hepsine biyolojik etkinlik,
biyolojik acidan etkin maddelere de biyolojik aktif maddeler veya biyoaktif maddeler
denir. Dogada birgok biyoaktif 6zellik gésteren bilesik mevcuttur. Bu bilesiklerin biiyiik
cogunlugu bitkiler tarafindan ikincil metabolizma {iriinii olarak sentezlenmektedir. Bu
metabolitlerin bir kismi eczacilik endiistrisinde kullanilan etkin maddeler olan droglar
haline diiniistiiriiliip tedavi amagh olarak kullanilmaktadir. Bitkisel kokenli droglar ¢ok
eski devirlerden beri hastaliklara kars1 kullanilirken bitkilerde bulunan etkin bilesikler ve
etki mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler 19. yiizyilin ortasindan sonra arastirllmaya
baslanmustir.

Bitkiler farmakolojik etkiye sahip sinirsiz aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme
kabiliyetine sahip olup bunlarin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile substituye
olmus halleridir. Cogu durumda bu maddeler bitkilerin reaktif oksijen tiirlerine karsi
savunma mekanizmasinda, molekiiler hasar olusumuna karsi ve mikroorganizmalar,
bocekler ve diger zararlilar tarafindan olusturulacak hasara karsi gorevlidir (Vaja vd.,
1997). En iyi bilinen antioksidan madde olan askorbik asit bitkisel dokulardaki en énemli
molekiil olup, fotosentez ve aerobik proseslerin oksidan metabolitlerinden kaynaklanan
oksidatif hasarlara karsi bitkileri korur (Smirnoff, 1996; Kolayli vd., 2003). Ayrica
bitkilerce sentezlenen diger biyoaktif 6zellik gosteren farmakolojik bilesiklerden bazilari
glikozitler, organik asitler, tanenler, alkoloidler, sabit yaglar, ugucu yaglar, regineli
bilesikler, vitaminler ve antibiyotiklerdir (Ahiskalioglu, 2007).

Organik asitler; karbohidratlarin oksidasyonu ile olusan organik molekiillerdir.
Bitkilerde serbest veya tuzlar1 halinde bulunup bitkiye eksi tadi ile birlikte ve bitkinin,
meyvenin tipik aromasini kazandirirlar. Meyve tiirlerinin kendilerine 6zgiilliiklerinin bir
indikatoriidiir. Ayn1 zamanda gidalarda dogal olarak bulunan organik asitlere ek olarak
mikrobiyal yolla da organik asitler iiretilir ve gidalarda bulunurlar. Gida fermentasyonunda
kullanilan pek cok starter kiiltiir bakterileri farkli karbonhidratlar1 laktik, asetik ve
propiyonik asitlere ve gesitli diger yan iirlinlere donistiiriirler. Bu yan firiinler sadece
istenen lezzeti ya da gidanin yapisini olusturmaz. Pek ¢ogu 6zellikle zayif organik asitler,

istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini engelleyerek stabilizasyon saglarlar. Baslatici
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(starter) kiltiir bakterileri tarafindan tiretilen organik asitler uygun gidalarda mikrobiyal
bozulma kontroliinde ve gida giivenligini artirmada 6énemli bir bariyer olustururlar (Ray ve
Daeschel, 1992; Sorrells vd., 1989).

Glikozitler; kimyasal olarak bir seker molekiilii ve buna ester bag: ile baglanmis
genin ya da aglikon adindaki bir molekiilden olusurlar ve enzim etkisi ile veya seyreltik
asitlerin etkisiyle bilesenlerine ayrilirlar (Baydar, 2005). Baz1 glikozitler farmakolojik
etkiye sahip olup bu giin birgok ilacin etken maddesini olusturmaktadir. Baz1 glikozitlerin
etkisi, hayvanlarin sindirim sistemindeki enzimlerin bu maddeleri hidrolize etmesi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Glikozitler hidrolize olunca toksik siyanidli bilesiklere doniismektedir
(Celik ve Bulur, 1996).

Ugucu yaglar, bitkilerden veya bitkisel droglardan, su veya su buhart destilasyonuyla
elde edilen, oda sicakliginda siv1 halde olan, fakat bazen donabilen, ugucu, kuvvetli kokulu
ve vyagims1t kanisimlardir.  Acikta  birakildiklarinda, oda  sicakliginda  bile
buharlasabildiklerinden "ugucu yag", eter gibi uctuklarindan "eterik yag"; giizel kokulu
olmalar1 ve parfiimeride kullanilmalar1 nedeniyle "esans" gibi isimlerle anilirlar. Ugucu
yaglar, genel olarak ii¢ yontemle iiretilirler. Bunlar, yagin kimyasal bilesimini ve tibbi
degerini etkilemektedir. Ugucu yaglar1 elde etmede kullanilan baslica yontemler;
destilasyon, siiperkritik akigkan ekstraksiyonu ve presyondur. Bitkiye koku ve tat verirken,
bazilar1 kinonlar ve tanenler gibi bitki pigmentlerini olustururlar. Daha ¢ok su buhari
destilasyonu ve ekstraksiyon ile elde edilirler (Calikoglu vd., 2006).

Tanenler; bitki aleminde en yaygin olarak karsimiza ¢ikan, polifenol yapisinda ikincil
metabolitler olup yiiksek yapili bitkilerin pek ¢ogunda bulunan suda ¢oziinebilen
bilesiklerdir. Tip, eczacilik, deri sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Tanenler;
ellagitanenler, gallotanenler, kompleks tanenler ve kondense tanenler olmak iizere dort
temel gruba ayrilirlar. Molekiil agirliklar1 500-20000 Dalton arasinda degismekte olup ¢ok
saylda hidroksil grubu ve fonksiyonel grup icermekte ayrica protein ve diger makro
molekiillerle birlikte capraz baglar olusturabilmektedir. Tanenler; proteinler, mineraller,
nisasta ve sindirim enzimleriyle kompleks olusturarak gidalarin besleyici degerinde
azalmaya neden olmaktadir (Ergezer ve Cam, 2008; Chung vd., 1998a; Chung vd., 1998b;
Khanbabaee ve Ree, 2001). Ayrica, polifenol oksidaz enziminin neden oldugu esmerlesme
reaksiyonlart nedeniyle gida teknolojisi agisindan da arzu edilmezler. Vitamin ve
minerallerin yararliligini olumsuz yonde etkilemektedirler. Tanen varliginda A ve B12

vitaminlerinin, ayrica iki degerli demir iyonuyla kompleks olusturarak da demirin



15

emilimlerini azaltmaktadir (Suschetet, 1975; Carrera vd., 1973). Tanenler, Ozellikle
kondense tanenler, yasamsal agidan O6nem arz eden sindirim enzimlerinden pektinaz,
amilaz, lipaz, proteolitik enzimler, B-galaktozidaz, selillaz ve tahillar1 fermente eden
mikrobiyal enzimleri inhibe ederler. Gastrointestinal bolgede ise etkilerini proteinleri daha
az sindirilebilir komplekslere doniistiirerek gosterirler. 1 mol tanenin 12 mol proteini
baglayabilme kapasitesi vardir. Tanen igerigi yiiksek bazi gidalarin ¢ok fazla
tilketilmesinin bazi kanser tiirlerini tetikledigine iliskin ¢alismalar mevcuttur (Chung vd.,
1998). Ancak bu durumun yani sira belli oranlarda tanen igerigine sahip pek ¢ok bitkisel
gida kan basincini diigirme, kanin pihtilagmasini hizlandirma ve serum lipit diizeyini
diisiirme gibi fizyolojik o6zellikler gostermektedir. Bahsedilen olumlu ve olumsuz biitiin
ozelliklerin sergilenmesi tanenlerin cinsi ve dozaji ile alakalidir. Tanenlerin antikanserojen,
antimutajenik, antimikrobiyal ve antiviral 6zelliklere sahip oldugunu belirten pek ¢ok
bilimsel yayin mevcuttur (Ergezer ve Cam, 2008; Kono vd., 1998; Lee, 1992; Scalbert,
1991).

Alkoloidler; yapilarinda azotlu bilesikler igeren, kat1 ve genellikle kokusuz, renksiz
ve kristalize bilesiklerdir. Alkoloitler, bitkilerde bulunan metabolit tiriinlerden olup bazik
yapidadir. Ozellikle ac1 bakla gibi bitkilerde bulunurlar. Morfin, kodein, kafein, kokain ve
atropin bu tiir maddelerdir. Oksijen tasimayan alkoloidler (koniin, nikotin gibi) diisiik
sicaklikta sividirlar. Pek az renkli alkoloid bilinmektedir. Baz halde alkoloidler suda
¢oziinmez (efedrin, koniin ve nikotin gibi baz1 alkoloidler disinda) ancak polar olmayan
organik ¢oziiciilerde (eter, kloroform, benzen v.s.) kolaylikla ¢oziiniirler. Buna karsilik
alkoloid tuzlart suda kolaylikla ¢Oziiniirler, polar olmayan organik ¢oziiciilerde
¢Oziinmezler. Cok az baz haldeki alkoloidler suda, alkoloid tuzlar1 da organik ¢oziiciilerde
¢Oziiniirler. Alkoloidler daha ¢ok bitkinin 6zel bir kisminda (kok, kabuk, meyve, yaprak
v.s.) toplanmigtir (Aksu, 1971; Baytop, 1974).

Vitaminler viicutta bir oranda sentezlenmeyen, yasam i¢in gerekli, ¢ok kiigiik
miktarlartyla hiicre metabolizmasinda 6nemli tepkimeleri uyaran organik bilesiklerdir.
Suda ¢6ziinen ve suda ¢oziinmeyen vitaminler olarak iki sinifa ayrilirlar. Daha g¢ok
koenzim olarak ve antioksidan aktivite igin gerekli molekiiller olup insan sagliginin
korunmasi i¢in elzemdir. Suda ¢oziinen vitaminler: askorbik asit ile B vitaminleri olup;
organik ¢oziiclilerde ve yagda ¢oziinenler A vitamini, D vitamini, E vitamini ve K
vitaminidir (Samur, 2006; Akkus, 1995).
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Bitkilerdeki hastaliklar1 tedavi edici 6zellik tagiyan etken maddeler bitkilerin, ¢icek,
yaprak, tohum, meyve, kok, gévde, kabuk gibi bdliimlerine bulunabilir. Bitkilerin tozlar
olan polenlerde 6nemli miktarda bu biyolojik aktif maddelerden igerirler.

Bitkisel tibbin 6nemli oranda kullanildig1 gilinlimiizde bitkisel ekstrelerin ayni
zamanda gida olarak kullanimi da yaygindir. Bitkisel ilaclarin kullanimi daha ¢ok uzak
doguda, Hindistan, Cin ve Japonya da yaygin olup, Avrupa’da bitkisel ilaglari arastirma ve
destekleme amaciyla kurulmus “European Societies Cooperation of Phtotherapy (ESCOP)
birligi mevcuttur. Diinyada son yillarda bitkisel amacl yapilan ¢aligmalarin yayimlandigi
bilimsel dergilerin sayist da hizla artmaktadir (Baytop, 1999; Baytop, 2001).

Bir bitkisel ekstrenin veya aktif bilesigin biyolojik etkinlik testleri antioksidan
aktivite, serbest radikal giderici aktivite, antitimoral, antikanserojen, antifungal,
antibakteriyal, antiviral, antiinflematuar, antiherbisit ve anti-insektisit gibi etkilerine
bakilarak yapilir (Russell, 2007; Bakkali, 2008).

Yukarida 6zet halinde bahsi gegen biyoaktif bilesiklere ilave olarak asagida biyoaktif

ozellik gosteren temel madelere de deginilmistir.

2.3.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek oksidatif hasar1 engelleyen,
yavaglatan veya durduran savunma sistemleri ve bilesiklerdir. Antioksidanlar endojen
(organizma tarafindan sentezlenen) ve eksojen (disaridan besinlerle alinan) kaynakli olmak
lizere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi; serbest radikalin meydana gelisini 6nleyenler
ve mevcut olanlari etkisiz hale getirenler seklinde de siniflandirilirlar (Halliwell, 1990;
Halliwell vd., 1992). Hiicre disinda ve hiicrede farkli organellerde yerleserek savunma
mekanizmasinda rol oynayan antioksidanlar; enzimatik yapida olabilecekleri gibi non-
enzimatik yapida da olabilirler (Jerry vd., 2000).

Sentezlendigi organizmada etki gosteren antioksidanlara endojen antioksidanlar adi
verilir. Enzimatik antioksidanlar, hiicrenin ¢esitli organellerinde etki gosteren
stiperoksitdismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, Glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz dibi enzimlerden olusurlar. Cesitli metal iyonlarin1 baglama, serbest
radikalleri yakalama, hapsetme ve siipirme gibi etkilere sahip glutatyon, bilirubin, ferritin,
seruloplazmin ve iirik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da mevcuttur. Eksojen

antioksidan ise daha ¢ok bitkiler tarafindan sentezlenen ¢esitli vitamin ve fenolik maddeler
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olup disaridan organizmaya alinip etkinlik gostermektedirler (Jerry vd., 2000; Kolayh vd.,
2003, Kolayl1 ve Keha, 1999).

Antioksidanlarin; oksidatif hasardan koruma mekanizmalar1 su sekilde 6zetlenebilir
(Splettstoesser ve Werner, 2002):

- Enzim aktivitesi iizerinden veya dogrudan kimyasal reaksiyonlar yoluyla,

- Oksijenden tiireyen molekiillerin olusumunu engellemek suretiyle,

- Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gegerek,

- Uretilmis radikallerin temizlenmesi (detoksifikasyon) yoluyla,

- Zayif reaktif tiirlerin daha zararl tiirlere doniisiimii i¢in gereksinim duyulan metal

iyonlarini baglayarak,

- Hedef molekiilde olusan hasar1 onarma yoluyla,

- Hasar ¢ok biiyiik oldugunda, hasara ugramis molekiilii uzaklastirarak.

Antioksidan ajanlar, oksidan molekiillere karsi etkilerini dort yolla gostermektedirler
(Boyunaga ve Celik, 1996):

1) Siipiiriicii etki gostererek: Olusturduklar1 etki ile yeni radikal olusumunu
engelleyip; olugsmus olan radikalleri daha az zararli hale getirirler. Bu gruba 6rnek olarak
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzimler; ferritin, seriiloplazmin
ve metallotionein gibi metal baglayici proteinler verilebilir.

2) Giderici etki gostererek: Oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini inhibe eden bilesiklerdir. p-karoten, vitamin C ve vitamin E bu tiir etkiye
Ornektir.

3) Zincir kiric1 etki gostererek: Zincirleme olarak devam eden reaksiyonlar1 belli
yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara 6rnek olarak bazi vitaminler,
mineraller, hemoglobin, {irik asit, bilirubin ve albiimin verilebilir.

4) Onarici etki gostererek: Bu gruba 6rnek olarak DNA tamir enzimleri ve metiyonin

sulfoksit rediiktaz verilebilir.

2.3.1.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Sekil 6°de antioksidanlarin toplu olarak simiflandirilmast  goriilmektedir.
Antioksidanlar, endojen kaynakli ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak {izere baglica 2
gruba ayrilir Aerobik organizmalarda serbest oksijen radikallerinin yapmis oldugu hasari

Onlemeye yardim eden enzimatik ve nonenzimatik savunma sistemleri vardir.
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Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal iirlinii olan serbest radikalleri, organizma
dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donamimla oksidan-antioksidan denge olarak
tanimlayabilecek bir ¢izgide tutmaya caligir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bu
dengenin 6zellikle oksidanlar lehine bozulmasi membran lipitleri, proteinler ve DNA gibi
hiicrenin 6nemli yasamsal yapilarinda biitiinliiglin bozulmasina ve canlida patolojik
olaylarin gelismesine yol acar.

Antioksidan savunma; radikal metabolit liretiminin dnlenmesi, Uretilmis radikallerin
temizlenmesi, olusan hiicre deformasyonunun onarilmasi, sekonder radikal iireten zincir
reaksiyonlarinin durdurulmas: ve endojen antioksidan kapasitenin artirilmasit olarak

tanimlanan bes degisik sekilde yiirtir (Akkus, 1995).

ANTIOKSIDANLAR
SN
gal Antioksidanlar Yapay Antioksidanlar
/ \ BHT, BHA, Troloks, SOD mimikleri

Enzimatik Enzimatik olmayan

-SOD / \
-Katalaz Endojen Eksojen
-Glutatyon peroksidaz Glutathion Vitamin E
-Glutatyon S transferaz Seruloplazmin Vitamin A
-Sitokrom oksidaz Bilirubin Vitamin C
-Glutatyon rediiktaz Ferritin Flavanoller
-Glukoz 6- fosfat dehidrogenaz ~ Laktoferrin Polifenoller

Urik asit

Haptoglobinler

Sekil 6. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

2.3.1.1.1. Enzimatik Yapidaki Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (KAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-PXx),

Glutatyon rediiktaz ve Glukoz 6- fosfat dehidrogenaz bu savunma sistemlerinin baslicalaridir

(Groot,1994).
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2.3.1.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)

Siiperoksit dismutaz 1968 yilinda oksijenli solunum yapan canlilarda Mc. Cord ve
Fridovich tarafindan belirlenmistir. Bu enzim; siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizler. Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzimi aracihi@ ile etkisiz hale getirilmektedir. Hiicre boliinmelerindeki siiperoksit

diizeylerini kontrol etmede dnemli rol oynayan bir metalloenzimdir (Fridovich, 1983 ).

SOD
0, +0;, " +2H" ——» H,0,+ 0,

Insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn
ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden
izomerlerdir (Mn SOD). Genel olarak hiicrede bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’ dir
(Helle vd., 1997).

Iki reaktif oksijen tiiriinii, radikal olmayan molekiillere  ddniistiirmesi
nedeniyle antioksidan sistemin Onemli Ogelerinden birisidir.  Oksijen  kullanimi
yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir ve doku pO, artisiyla artar. Buna karsilik hiicre
dis1 sivilarda SOD aktivitesi ¢cok diisiiktiir. Katalaz ve Glutatyon Peroksidaz’dan farkli olarak
serbest radikali substrat olarak kullanir. pH nin sitozolik ve mitokondriyal SOD’n aktiviteleri
tizerine olan etkisi farklidir. pH 7°de her ikisi de aktiftir. Fakat Cu-Zn SOD’1n aktivitesi pH
5.5-10 araliginda degismezken; Mn-SOD pH 7’nin iizerine ¢iktiginda aktivitesini kaybeder
(Harris,1992; McCotd ve Fridovich, 1978; Masaki vd., 1988).

SOD gergekte detoksifiye edici bir enzim degildir. Ciinkii tirtinii olan H,0, toksik bir
ajandir. Ancak bu reaksiyon reaktif oksijen radikallerinin detoksifikasyonuna giden yolun ilk
basamagidir. Ikinci basamak katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan H,O; ‘in
suya doniismesini katalizler (Harris, 1992).

Siiperoksit, hiicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun 6miirlii ve ¢ozintrligi

daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha asidiktir ve siiperoksit
burada daha kolayca bir proton alarak hidroperoksit radikalini (HO;") olusturur. Bu radikal de

cok reaktif olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baslatabilir ve tokoferol gibi

antioksidanlar1 oksitleyebilir.
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2.3.1.1.1.2. Katalaz (CAT: E.C 1.11.1.6)

Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflagtirlmigtir. Cok yaygin bir
sekilde hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda mevcuttur. Biyolojik ve biyokimyasal
sistemlerde katalaz antioksidan etkiye sahip bir enzim olup toksik ve yiikseltgen etkiye
sahip hidrojen peroksidi hiicrelerden uzaklastirmada énemli rol oynar (Aydemir ve Kuru,
2003). Katalaz 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Her alt birim ayrica bir molekiil
NADPH igerir. Bu molekiil enzimin kararliliginda rol oynamaktadir. Enzim sitokrom sistemi
iceren tim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur. Katalaz esas olarak
peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde yogundur. Aktivitesi,
karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir. Glutatyon peroksidazin
H20,’e karst Km degeri katalaza gore daha diisiiktiir. Yani diisiik konsantrasyonlarda H,O;’1
glutatyon peroksidaz pargalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise katalaz aktivite kazanir. Gorevi,
hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalamaktir. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek
olarak; bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerini de

oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir (Akkus, 1995).

CAT
2 H,0O, — 2H,0+0,
Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi
kii¢iik molekiillere karsidir. Biiylik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez (Jenkins ve
Tengi, 1981).

2.3.1.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px; EC.1.11.1.9) ve Glutatyon Rediiktaz
(GR; EC.1.6.4.2)

GSH-Px, hiicrede H,O,’nin temizlenmesinden sorumlu iki enzimden
birisidir.  H;02’in  H»O’ya rediiksiyonunu katalizler, aynm1 zamanda organik
hidroperoksitleride parcalar. Hiicre i¢i ortamin en 6nemli antioksidan molekiilii olan
rediikte glutatyonun antioksidan savunma sisteminde gorev almaktan bagka
ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmesi, aminoasitlerin transportu, proteinlerdeki siilfidril
gruplarmin rediikte halde tutulmasi, bazi enzimatik reaksiyonlarda koenzim gorevi

gormesi gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonu da vardir (Aktas, 2005; Sozmen, 2002;
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Esterbauer vd., 1992; Arrick ve Nathan, 1984). Lipid peroksitlerini daha az toksik olan yag
asitlerine indirgerken, glutatyonu da kofaktor olarak kullanir. Bu nedenle aktif merkezinde
selenosistein bulunan GSH-Px aktivitesinin devami igin Glutatyon’un belli diizeyde olmasi
gerekir (Devay, 2008; Akkus,1995; Basaga, 1990; Fantone ve Ward, 1985).

GSH-Px
2GSH + H,0, +NADP \\_7 /" GSSG +2 H,0 +NADPH

GSH-Px
ROOH + 2GSH w ROH + GSSG + H;0

Glutatyon distilfit (GSSG), NADPH’a bagimli glutatyon rediiktazin kalizledigi bir
reaksiyonla, tekrar iki molekiil GSH’ya doniisir. NADPH, esas olarak
pentoz fosfat yolundan sentezlenir. GSH-Px, bir ¢ift H,O, molekiiline etki eden
katalazdan farkli olarak, tek molekiil H,O, nin ortadan kaldirilmasim saglar (Devay, 2008;
Frei, 1994; Akkus, 1995).

Glutatyon peroksidaz, E vitamini yetersiz olursa membrani peroksidasyona karst korur.
Eritrositlerde en kuvvetli antioksidandir. Glutatyon peroksidaz yetersizligi selenyum eksikligi
sonucu olabilir. Ciinkii selenyum bu enzimin bir integral pargasidir (Young ve Woodside,
2001; Chao vd., 2002; Steinberg ve Chait, 1998; Jialal ve Grundy, 1993).
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2 GSH
NADP" \L~\ ROOH veya H,0,
Glutatyon rediiktaz \p Glutatyon peroksidaz
Y
NADPH+H / ROH veya H,O
GSSG

F 3

Glukoz 6-fosfat

-~

Glukoz 6-fosfat

dehidrogenaz

Glukoz

Sekil 7. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin katalizledigi
reaksiyon

Genel olarak GSH-Px’in H;0;’¢ karsi en belirgin savunma sistemi oldugu
diisiiniilmektedir. Tetramerik yapida olan enzim en ¢ok karaciger ve eritrositte aktif olarak
bulunmaktadir. Kalp, akciger ve beyinde orta, kasta ise diisiik aktivitede bulunur. % 60-75’1
stoplazmada, % 25-40’1 mitokondride yer alir (Fantone ve Ward, 1985; Michiels vd., 1994).

Selenyuma bagimli ve bagimsiz iki tipi mevcuttur. Selenyuma bagimli olan GSH-Px
(Se-GSH-Px) sitozol ve mitokondride bulunmaktadir. Hem H;O, hem de lipid
hidroperoksitleri metabolize eder. Selenyumdan bagimsiz olan GSH-Px (non-Se GSH-Px) ise
sadece lipid hidroperoksitleri metabolize eder. Bu fonksiyonu ile lipid peroksidasyonunun
baslamasini ve ilerlemesini 6nlemektedir (Michiels vd., 1994).

Glutatyon rediiktaz, hiicresel GSH redox siklusundan sorumlu olup endojen
peroksitlerin - detoksifikasyonu igin 6nemlidir (Dringen, 2005). GSH-Px peroksitleri
temizlemek i¢in hidrojen dondrii olarak GSH’a ihtiya¢ duymaktadir. Okside formu olan
GSSG, glutatyon rediiktaz ile yeniden glutatyona doniismektedir. Gerekli olan NADPH
pentoz fosfat yolundan saglanmaktadir (Devay, 2008; Halliwell ve Gutteridge, 2000).



23

2.3.1.1.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST; EC 2.5.1.18)

GST'lar dogada bakteriler, maya, kiif, yumusakcalar, kabuklular, solucanlar,
kurbagalar, bocekler, bitkiler, baliklar, kuslar ve memelilerde bulunur. En ¢ok siganlarda ve
insanlarda ¢alisilmistir (Hayes ve Pulford, 1995). GST genleri tarafindan kodlanan glutatyon-s-
transferaz enzimleri, ¢evresel kaynakli kimyasallar ve dogal olarak olusan birgok metabolitin
detoksifikasyonundan sorumludurlar (Board vd., 1990; Sipes vd., 1997; Whalen ve
Boyer,1998 ).

GST'lar membrana bagli ve sitosolik olmak {izere iki grupta incelenmektedirler.
Vertabralilarda yedi siif sitosolik GST tespit edilmistir: alfa, mii, kappa, pi, sigma, theta ve
zeta. Bu sinif ayrimlart yapisal farklhiliklara dayanilarak yapilmaktadir. Bir sinif iginde farkli
GST'lar en az % 40, simflar arasi ise en az % 30 aminoasit benzerlikleri gosterirler. Tiirlere
gore Ozel smiflara dayandirilarak yapilan insanlar ve diger memeliler icin smiflandirma
belirtilmistir (Hayes ve Pulford, 1995; Whalen ve Boyer,1998).

Basta  aragidonik asit ve linoleat  hidroperoksitleri  olmak  {izere
lipid hidroperoksitlere karsti GST’ler, selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi
gosterirler.

GST

ROOH +2GSH \ \_77/6SSG + ROH +H.0

cGST'lar (Sitoplazmik GST) iki aym alt liniteden homodimerler veya farkli alt
tiniteden heterodimerlerden olusmuslardir. Kullanilan bir smiflandirmada tiirlerin
belirtilmesi i¢in bir 6nek (6rnegin, insan i¢in h) kullanilirken, A, P, M, S veya T harfleri
sirasiyla alfa, pi, mii, sigma ve detay1 isaret etmektedir. (Ketterer vd., 1992).

GST’ler, glutatyonun reaktif metabolitlerle konjugasyonunu saglayarak
organizmadan uzaklagmasini saglamaktadir (Listowsky, 1988). GST enzimleri; katalitik ve
katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptir. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre
ici baglayici ve tasiyict rolleri vardir. Katalitik olarak yabanci maddeleri
glutatyondaki sisteine ait -SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini
notralize ederler. Uriiniin daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglarlar. Olusan
bu GSH konjugatlar1 bdylece organizmadan atilabilir. GSH’dan glutamat ve glisinin

koparilmasindan sonra sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik
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asitlere doniistiiriiliir. Ksenobiyotiklerin  klasik atilim iirlinleri olan merkaptiirik
asitler (N-asetil sisteinin S-alkile olmus tiirevleri) daha sonra safra ile atilirlar. Bu yol
GST’lerin  kanserojen, mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre ici
detoksifikasyonunda  rolleri  oldugunu  gostermektedir.  Metabolize  edilmeyen
lipofilik-hidrofilik pek ¢ok bilesigi baglamalari bu enzimlerin hiicre ic¢inde sinirl
¢ozinlrliige sahip molekiiller i¢in depo ve tasima rolii istlendigini gosterir.
Boylelikle GST’ler ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda da onemli rol oynarlar

(Canuto vd., 1993; Uchida, 2000).

2.3.1.1.1.5. Sitokrom Oksidaz

Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamaginda yer alan ve bakir iceren bir
enzimdir. Solunum zincirindeki gorevini siirdiiriircken siiperoksit radikalinin H,O’ya
doniisimiinii  saglar. Ancak siiperoksit radikallerinin olusumu ¢ogu kez enzimin
kapasitesini asar ve diger enzimlerin devreye girmesi ile O,’in zararli etkileri onlenir

(Yalgin, 1998).

2.3.1.1.1.6. Glukoz 6- fosfat dehidrogenaz (G6PDH, EC 1.1.1.49)

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz sinirlayici
enzimidir. Pentoz fosfat yolu oksidatif ve nonoksidatif olmak iizere iki kisma ayrilir.
Hiicrede RNA, DNA ve niikleotid sentezi i¢in gerekli riboz-5-fosfat ve rediiktif
biyosentezlerde indirgeyici gii¢ olan NADPH’lar1 sentezlemek gibi baslica iki fonksiyonu
vardir (Krebs ve Eggleston, 1978). Ayrica, aromatik aminoasit ve vitamin sentezinde
gerekli eritroz- 4-fosfat, bakteri hiicre duvarmin bir bileseni sedoheptuloz-7-fosfat gibi
fosforile karbohidratlardan sentezlenmektedir (Wood, 1986).

G6PDH enziminin aktif formunun molekiiler agirhg: 59,2 kDa olup 2 veya 4 alt
birim igerir (Tandogan ve Ulusu, 2005; Yalin vd., 2002; Yildiz vd., 2010; Mehta vd., 2000).
Bununla birlikte enzim genellikle aktif olarak dimerik yap1 da gosterir. Enzimin dimerik ya
da tetramerik formunu sicaklik, enzim, NADP®, NADPH konsantrasyonu gibi cesitli
faktorler etkilemektedir. Yiiksek pH ve iyonik kuvvet dimer, diisiik pH ve iyonik kuvvet

ise tetramer olusumuna neden olur (Levy, 1979).
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G-6-PDH c¢ogunlukla sitoplazmada ayrica peroksizom, endoplazmik retikulum,
lizozom, kloroplast ve mitokondri gibi ¢esitli organellerde de bulunmaktadir (Antonenkov,
1989; Bublitz ve Steavenson, 1988; Oeser vd., 1973; Zaheer vd., 1967). Birgok
mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunan enzim, asagidaki tepkimeyi

katalizler (Scott, 1975).

G-6-PDH
Glukoz-6-fosfat + NAD(P)* » 6-fosfoglukono-8-lakton + NAD(P)H + H*

G-6-PDH ile katalizlenen reaksiyon termodinamik agidan geri doniigiimlii olmasina
ragmen, D-G-6-P oksidasyonunun iiriinii olan D-glukonolaktonun hizli bir sekilde
hidroliziyle geri doniisiimsiiz hale gelmektedir. Bu hidroliz pH bagimhlidir, pH 6,4 ve
28°C’de laktonun yar1 dmrii 24 dakika, pH 7,4 te ise yaklasik 1.5 dakikadir (Levy, 1979).

G6PDH eksikligi; oksidan ajanlarin detoksifiye edilememesi sonucu olusan
hemolitik ~ anemi ile karakterize ~ bir  hastaliktir. Insanlarda  hastaliga

neden olan en sik goriilen enzim anomalisidir (Felix vd., 2002).

2.3.1.1.2. Enzimatik Yapida Olmayan (Nonenzimatik) Antioksidanlar

Non-enzimatik antioksidanlar endojen veya eksojen kaynakli olmak iizere iki grup
altinda incelenirler. Vitamin E, vitamin C, vitamin A (f-karoten) eksojen kaynakli
antioksidanlar iken transferin, laktoferrin, hemoglobin, ferritin, miyoglobin, iirik asit,
bilirubin, melatonin, askorbik asit, albumin ve glutatyon endojen kaynakli antioksidanlardir
(Halliwell, 2007; Evans ve Cooke, 2004; Halliwell ve Aruoma,1991).

2.3.1.1.2.1. Vitamin E

[k olarak Evans tarafindan 1938 yilinda bulunmustur. Yagda ¢dziinen vitamin oldugu igin

hem selliiler hem de subselliiller membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur (Memisogullari, 2005).
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Sekil 8. Vitamin E (o - tokoferol)

Vitamin E sekiz farkli formu (o-, -, 7-, 6- -tokoferoller ve —tokotrienoller) bulunan,
yagda eriyen bilesiklerin genel ismidir. a-Tokoferol formundaki vitamin E’nin yagda
eriyebilen, biyolojik olarak en aktif antioksidan oldugu bildirilmektedir. Hayvan dokularinda
en fazla bulunan vitamin E formu o - tokoferoldiir. Vitamin E antioksidan &zelligi ile hiicre
membranlarindaki doymamus yag asitlerinin oksidasyondan korunmasinda gorevlidir (Meglia,
2006; Slater, 1984; Yao vd., 1994).

Tokoferoliin diyetteki yagda ¢Oziinmiis olmasi ve yag sindirimi sirasinda
serbestlesip emilmesi nedeniyle yag emilimindeki bozukluk E vitamini eksikligine
neden olur (Seven ve Candan, 1996). Molekiiliin aktif kismini yapisindaki fenolik hidroksil
grubuna sahip aromatik halka olusturur ve molekiile antioksidan o6zellik kazandirir
(Halliwell, 1996). Vitamin serbest oksijen radikallerinde (SOR) bulunan yiiksek enerjili
elektronlar1 yapilarina alarak SOR'nin meydana getirecegi oksidatif hasarin azaltilmasina
katkida bulunurlar (Aslan, 1985; Jain ve Levine, 1995).

o - Tokoferol zincir kiric1 antioksidan olarak fonksiyon goriir. Hidrofobik kismina
hidrojenini kolaylikla verebilen —OH grubu baglidir. Bu yiizden lipid peroksidasyonu
sirasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine a-tokoferolle birleserek

reaksiyon zinciri kirilmis olur.

a-tokoferol-OH + COO© ——» o-tokoferol-O' + COOH

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O ‘e doniistiiriilmiis olur. Bu
radikalin ise bagka bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diisliktiir. Sonucta zincir
reaksiyonunu durdurur. Olusan bu tokoferoksil radikali membran ylizeyinde askorbik asitle
(C vitamini) reaksiyona girerek tekrar tokoferole doniismektedir (Chao vd., 2002;
Steinberg, 1998; Jialal ve Grundy, 1993; Van Haaften vd., 2001; Singh ve Jialal, 2004).
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o-tokoferol-O + Askorbik Asid———» a-tokoferol + DH Askorbik Asid

Ozellikle yer fistig1, kuruyemis, lifli yesil besinler, badem, pamuk gibi bitkilerin
yaglarinda ve keten tohumlarinda bol bulunan E vitaminin antioksidan 6zelliginin yani sira
hiicrede sinyal iletim mekanizmasindaki bazi basamaklar {izerinden hiicre ¢ogalmasini
etkilemektedir. E vitamininin kalp hastalig1 olugsma riskini azalttig1 bir ¢ok arastirma ile

gosterilmistir (Chen vd., 1988).

2.3.1.1.2.2. Vitamin C

C vitamini, askorbik asit olarak da bilinen suda eritilebilen ve bir¢cok gorevi olan bir
vitamindir. Cogu hayvanlar ve bitkiler, kendi C vitaminlerini glukozdan iiretebilirler.
Insanlar, bazi meyve yarasalari, hint domuzu ve insan benzeri primatlar C vitamini
tiretemediklerinden bunu besinlerden almak zorundadirlar. C vitamini en ¢ok yesil meyve
sebze ve turuncgillerde bulunur.

Askorbik asit tizerinde ilk bilimsel arastirmalar 1907'de Holst ve Frolich tarafindan
yapilan deneylerle baslamistir. Arastirmalarini siirdiiren Holst ve Frolich bir¢ok besin
maddesinin ve bu arada o6zellikle yesil sebze ve meyvelerin skorbiit hastaligini onleyici
etkileri oldugunu bulmuslardir. C. Funk 1912'de skorbiit hastaliginin besinlerde bulunan
bir faktoriin eksikligi sonucu olustugu diisiincesini ortaya koymus ve bu maddeye
antiskorbutik vitamin adin1 vermistir. Daha sonra Drummond 1920'de antiskorbutik
vitamin i¢in Vitamin C adin1 kullanmustir.

Askorbik asid; molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c¢ gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona girebilme
kabiliyetinde olan, kollagen, karnitin ve norotransmitterlerin biyosentezi igin gerekli suda
¢ozilinebilen 6nemli vitaminlerden biridir. Diyetle alinan askorbik asit kalp hastaliklarindan
dolay1 olabilecek liim insidansini azaltmaktadir (Naidu, 2003). Plazmada oksidan ajanlara
karst ilk antioksidan defansi olusturur. LDL kolesteroliin oksidasyonunu onleyerek
ateroskleroza kars1 korunmada yardimci olur. Siiperoksid ve hidroksil radikalleriyle
reaksiyona girip onlar1 temizleyen bir antioksidan olmasinin yami sira tokoferoksil
radikalinin tekrar tokoferole doniismesini saglar. Bu esnada kendisi de dehidroaskorbata

okside olur. C vitamini yetersizligi durumlarinda olusan tokoferoksil radikalleri tokoferole
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dontismesi i¢in GSH ile reaksiyona girecek ve bdylece hiicredeki GSH miktarini
azaltacaktir.

Kuvvetli bir indirgeyici olan askorbik asit semidehidroaskorbat radikal ara iirlinii
tizerinden kolaylikla dehidroaskorbik aside okside olur ve bu reaksiyon fizyolojik sartlarda

geri dontistimlidiir.

O (0]
¢ ¢
bon | o |
C—OH ﬂ ﬁ’ é=0
H— oH" H—
HO—A'—H HO—&—H
H,OH H,OH
Askorbik asit Dehidroaskorbik asit

Sekil 9. C Vitamini

Yine plazma C vitamini diisiik (0,2 mmol/L’den diisiik) oldugu zaman oksidan etki
de gosterebilir. Siiperoksid disinda Fe™ it Fe'?ye indirgeyen bagka bir ajandir. Bu sekilde
demiri Fenton reaksiyonuna girmeye uygun hale getirir. Bdylece plazma diizeyleri disiik
oldugu zaman siiperoksid tiretimine katkida bulunur (Cherubini vd., 2005; Chao vd., 2002;
Steinberg ve Chait, 1998; Jialal ve Grundy, 1993).

2.3.1.1.2.3. Vitamin A

A Vitaminleri gérme, ilireme, biiylime ve epitel dokusunun saglamlig: icin gerekli
olan bir gurup bilesikdir. Diyetteki retinoliin oksidasyonu sonucu olusan retinoik asit,
retinoidlerin gorme disinda diger etkilerinin c¢oguna aracilik eder. a-tokoferolle
karsilagtirildiginda oldukga zayif bir antioksidandir (Cherubini, 2005). A vitamini aktivitesi
gosteren birgok bilesik mevcuttur. Karotenoidler, bilinen ¢ok iyi radikal tutucu, zincir
reaksiyonlarini bozucu ve lipid peroksitlerin olusmasini engelleyici ve yok edici bir bitki
antioksidan pigment molekiiliidiir (Polyakov vd., 2001). Oksijenin toksik etkisini ve
serbest radikalleri yok edici olarak bilinen en iyi antioksidan madde olup aktivitesi, ortam
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oksijen konsantrasyonuna bagli olarak degisir. Ozellikle havugta ve 1spanakta bol bulunan
bu antioksidan molekiil, izoprenoid bir sisteme ve hidrofobik bir yapiya sahiptir. -karoten
ince bagirsakta parcalanir ve iki molekiil retinal olusturur. Insanlarda bu déniisiim etkin
degildir. B-karotenin A vitamini aktivitesi retinoliin altida biri kadardir. Diyetlerinde bol
miktarda P-karoten bulunan toplumlarda akciger kanseri, deri kanseri ve kalp hastaligi
goriilme sikligi daha azdir. B-karoten bakimindan zengin gidalarin tiiketilmesi katarak
riskini de azaltir. B-karoten, antioksidan 6zelliginden dolay1 ve bagisiklik fonksiyonunu
artirmas1 nedeniyle koruyucu etkiye sahiptir. Gérmede en onemli madde retinol olup,
memeliler bu maddeyi tam olarak sentezleyemezler. Dolayisiyla etkin bir gérme olayi i¢in
bu organizmalar, disaridan A vitamini alilmmmina ihtiya¢ duyarlar. Hiicrelerde A vitamini,
oksidoretiiktazlar tarafindan redoks reaksiyonlar1 ile bitkilerde provitamin olan f-

karotenden iiretilebilir (Edge vd., 1997).
2.3.1.1.2.4. Transferrin ve Ferritin

Transferrin insan viicudunda demiri tasiyan bir proteindir. Iyonize demir kanda
transferrine baglanarak tasinir. Her transferrin molekiildi, iki demir iyonunu tasiyabilir. 1 g
transferrin 1,4 mg demir tasima kapasitesine sahiptir.

Ferritin, demiri hiicrelerin kullanimina hazir bir sekilde depolayan ve sonra da viicut
gereksinimlerine gore demiri kontrollii bir sekilde salan bir hiicre i¢i demir depo
molekiilidiir. Boylece ferritin, viicutta demir yetersizligi oldugunda daha fazla demir
salarak ya da bir diizeye kadar, kan ve viicut dokularinda asir1 demir yiikii oldugunda
demir fazlaligin1 depolayarak demir depolama problemleri i¢in bir “tampon” rolii oynar
(Harrison ve Arosio, 1996). Ferritin molekiilii, sayis1 4.500’¢ varan ferrik (Fe™) demir
atomunu tutma kapasiteli bos bir kiire seklindedir (Harrison, 1977). Ferritin, kanda serum
ferritin olarak Olciilebilir miktarlarda bulunur, ancak biiylik cogunlukla retikiiloendotelyal
makrofaj ve hepatositlerde yer alir. Diger hiicrelerin ¢ogunun da ferritini sentezledigi
varsayilmaktadir.

Hidroksil radikali en toksik tirinlerden birisidir. Normal sartlar altinda dolasimdaki
demirin hemen hepsi transferrin ve ferritin gibi proteinlere bagli ise de, depolardan demirin
salgilanmasi inflamasyon ve hasarli dokulardan olabilir. Buda peroksidasyonu stimiile
eder. Yapilan ¢aligmalar demir diizeyinin koroner arter hastaligi (KAH) gelisiminde pozitif

bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur (Magnusson vd., 1994).
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Transferrin, 2 molekiil ferrik (Fe+3) iyonu baglayarak antioksidan aktivite gosterir.
Fe*? gibi metal iyonlar1 serbest O, radikal olusumunu artirdigindan, bu iyonlar1 baglayan

maddeler antioksidan 6zellik tasirlar (Sullivan, 1989).

2.3.1.1.2.5. Hemoglobin ve Myoglobin

Hemoglobin ve myoglobin; seruloplazmin, albumin, a-globulin, ferritin ve laktoferin
gibi plazma ve eritrosit proteinleri Fe, Cu gibi serbest metal iyonlarini baglayabilme
kabiliyetlerinden dolayi, Fenton reaksiyonu ve diger radikal olusturan reaksiyonlarin
olusumunu engelledigi i¢in 1yi birer antioksidan rol oynarlar (Diindar ve Aslan, 2000).

Myoglobin ve hemoglobin esas olarak ayni reaksiyonlar1 yaparlarsa da farkli bir
yapiya sahip renk pigmentleridir. Bu iki pigment globin olarak bilinen bir protein ile
protein olmayan ve demir ihtiva eden bir bilesigin birlesmesiyle olusan protein
kompleksidir. Molekiiliin demir ihtiva eden kism1 “hem” olarak adlandirilmaktadir ve iki
kisimdan olusmaktadir. Bu kisimlar demir atomu ve protoporfirin olarak isimlendirilen
planar halkasidir. Hem gruplarimin demir cekirdeginden globin ile birlesmesi sonucu
myoglobin veya hemoglobinden biri olusur. Myoglobin, hemoglobinde oldugu gibi Fe*? -
protoporfirin (hem) gibi bazi renk kompanentleri baglanabilir. Kompleks bir kas proteini
olan myoglobin kandaki hemoglobin gibi hayvansal organizmada oksijen tasiyicist olarak
da gorev yapar. Hemoglobinin gorevi, bir molekiil oksijen ile gecici olarak birleserek,
organizmada akcigerden dokulara oksijen tagimaktir. Oksijen tasiyicist olan hemoglobin,
kas gibi oksijen kismi basincinin (PO;) diisiik oldugu ortamlarda oksijeni myoglobine
verir. Myoglobine oksijenin baglanmasi ortamin pH degerine baghidir. Disiik pH

degerindeki ortamlarda oksijenin baglanmasi artar (Davies, 1990).
2.3.1.1.2.6. Bilirubin

Etcil hayvanlarin safrasindaki boya maddesi olan biluribin alyuvarlarin dalakta
yikimi sirasinda hemoglobin molekiillerinin pargalanmasiyla olusur. Karacigere gelir ve
safra olarak disa verilir. Kansizlik durumlarinda ya da safra yollariin tikanmasinda kanda
bilirlibin seviyesi yiikselir. Karacigerin yangili hastaliklarinda goriilen sarilik, biliriibin

artigina baglidir. Biliriibin viicuttan bagirsaklar ve idrar yoluyla atilir. Bilirubin, insan
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safrasinin esas pigmentini olusturur ve altin saris1 rengini verir. Biiyiik oranda pargalanmis

eritrositlerin hemoglobinlerinden kaynaklanir (%75) (Stolc vd., 1983).

2.3.1.1.2.7. Albumin

Albiimin karacigerde sentezlenen bir protein tiirevidir. Saglikl yetiskin karacigerinde
giinde 12-14 gram kadar albiimin sentezi yapilir. Saglikli kisilerde rutin olarak alblimin
bakilmasina gerek yoktur. Saglikli bir kiside albiimin diizeyinin biraz yiiksek ya da diisiik
ctkmast da klinik bir 6nem tasimaz. Kan albiimin diizeyi 6l¢iimii 6zellikle 6demi olan,
karaciger hastaligi bulunan veya beslenme bozuklugu diisiintilen kisilerde Oonem tagir

(Ingenbleek ve Carpentier, 1985; Gudehithlu vd., 2004).

2.3.1.1.2.8. Glutatyon

GSH viicudun bircok hiicresinde  bulunan ve hiicrenin  fonksiyonel
proteinlerini oksidan ajanlara karsi koruyan bir tripeptitdir (Champe ve Harvey,1997).
Hiicre icerisinde indirgen formda (GSH) bulunur. Endojen {iretilen peroksidlere karsi
okside olarak onlar1 indirger. Glutatyon peroksidaz bu reaksiyonu katalizler. Glutatyon
etkin olarak hiicreyi koruyabilmesi i¢in biiylik kismi rediikte halde tutulmalidir. Bu
reaksiyonu da glutatyon rediiktaz katalizler. Glutatyonun glutatyon rediiktazla
indirgenmesi reaksiyonu NADPH’a ihtiyag duydugu i¢in heksoz monofosfat yoluyla
baglantilidir (Vincent vd., 2004; Memisogullari vd., 2003; Cherubini vd., 2005; S6zmen,
2002). Yapilan ¢alismalarda diyabette GSH diizeylerinin saglikli kisilerden anlaml1 sekilde
diisiik oldugu rapor edilmektedir (Abou-Seif ve Youssef, 2004).

2.3.2. Diger Antioksidan ve Antimikrobiyal Etkili Biyomolekiiller

Bitkiler tarafindan sentezlenen ve sekonder metabolitler olarak adlandirilan pek g¢ok
biyomolekiil; bitkilerde sinyalizasyon (mesajci), antioksidan, antimikrobiyal, insektisit,
herbisitlere gibi koruyucu rollere sahiptir. Bu nedenle (karbohidratlar, proteinler ve
yaglarin sentezinden sonra) bunlar "ikincil bitki iirlinleri" veya "fitokimyasallar" diye
adlandirilirlar. Bitkiler sinirsiz aromatik madde sentezleyebilme kabiliyetine sahip oldugu

icin bunlarin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile substituye olmus halleridir.
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Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan biri olup bitki
aleminde 6.000'den daha fazla fenolik yapmin bilindigi belirtilmektedir (Bravo, 1998).
Polifenollerin antioksidan etkilerinden baska, divalent katyon baglayicilar, DNA
toropoizomeraz Il aktivitesinin inhibisyonu, protein kinaz C ve protein tirozin kinazlarin
inhibisyonu, hepatik elektrofilik mekanizmada rol oynayan enzimlerin ve sitokrom P450
gibi sistemlerin aktivasyonu, nitrik oksit sentaz, siklo-oksijenaz ve lipo-oksijenaz
enzimlerinin modiilatorii etkisi gosterilmistir (Wollgast ve Anklam, 2000). Bu bilesiklerin
bazilar1 terpenoidler gibi olup bitkiye koku ve tat verirken, bazilar1 kinonlar ve tanenler
gibi bitki pigmentlerini olustururlar. Pek ¢ok bilesik, bitkinin tadindan sorumlu olup (act
biberden terpenoid capsaicin) bunlardan bazilari gida ve bazilar1 ise tibbi amaclar igin
kullanilmaktadir.

Genel olarak bakteri ve mantar tiirlerini 6ldiiren veya liremelerini 6nleyen bilesiklere
antimikrobiyal maddeler adi verilir. Mikroorganizmalar1 6ldiiriicii maddelere mikrobisid
etkili maddeler ve mikroorganizmalarin iiremesini durdurucu etki gosterirler maddelere ise
mikrobiyostatik etki adi verilir. Antibiyotiklerle benzer o6zelliklere sahip olan, tiimiiyle
sentetik (kimyasal yolla sentez edilen) olan maddelere de kemoterapotik maddeler denir.
Bakteriler prokaryot canlilar, memeli hiicreleri ise 6karyotik canlilardir. Prokaryot hiicrede
var olan, ancak Okaryot hiicrede bulunmayan bir molekiilii hedefleyen antimikrobiyal
maddeler (6rnegin; penisilinler, sefalosporinler, siilfonamidler) yiliksek derecede segici

toksisiteye sahiptirler.

2.3.3.  Fenolik Bilesikler

Bitkilerde normal metabolizma sirasinda ve herhangi bir stres durumunda
(yaralanma, enfeksiyon, UV radyasyon) sekonder metabolitler de denilen fenolik bilesikler
uretilirler. Tibbi bitkilerde temel olarak bulunan fenolik asitler, flavonoidler, taninler,
kumarinler, ligninler, kinonlar, stilbenler ve kurkuminoidler onlarin medikal
Ozelliklerinden sorumlu ajanlardir. Aromatik yapiya sahip bu fenolik bilesikler basit
fenoller, fenolik asitler (benzoik asit, sinnamik asit tiirevleri), kumarinler, flavonoidler,
stilbenler, hidrolizlenebilen kondanse taninler ve ligninler tiretilir.

Fenoller, oksijenli aromatik bilesiklerden olup, bir veya daha fazla hidroksil (OH)
grubu tastyan en az bir aromatik halkaya sahip organik ve kristal yapidaki maddelerdir.

Renksizdir ancak hava ile temas ettiklerinde kirmizi renk gosterirler. Suda orta derecede,
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organik coziiciilerde (alkol, eter vb.) iyi ¢6ziiniir. Dogada 5.000 in iizerinde flavanoid
bitkilerden karakterize edilmistir. Fenolik bilesiklerin ¢ogunlugunun potansiyel olarak
antioksidan, antikarsinogenik, antimutagenic, anti bakteriyel, antiviral ve antiinflematuar
ozellige sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Ayrica bitkilerde koku, tat
ve renk olustururlar (Bravo, 1998; Alasalvar vd., 2003; Chung vd., 1998; Cassidy vd.,
2000; Tapiero vd., 2002; Cai vd., 2006). Bu biyolojik ozellikleri yapilarindan ileri
gelmektedir (Shahidi ve Naczk, 1995; Rice-Evans vd., 1996). Flavonoidler ve fenolik
asitler ana fenolik bilesikler olup onlarin sulu ve lipolitik ortamlardaki yapilar ile
antioksidan iliskileri tizerine olduk¢a ¢ok ¢alisma yapilmistir (Rice- Evans vd., 1996; Cao
vd., 1997; Arora vd., 1998; Lien vd., 1999; Burda ve Oleszek, 2001; Nenadis vd., 2004).
Genel olarak antioksidan aktivite hidroksil gruplarmin sayisma ve pozisyonuna ile
substituent ve flavonoid molekiillerin glikolizasyonuna bagli olarak degismektedir.

Flavonoid yapidaki bazi hidroksil gruplarinin varligi antioksidan aktiviteyi artirmaktadir.

Sekil 10. Flavonoidlerin temel yapist ve bazi substituenleri

A ve B halkasindaki substitiient ve doymamis baglar oxo- grubu ve substitiientler
arasindaki cesitli sterik etkilesimler bilesigin antioksidan giiciinii radikallere kars1
scavenging aktivitesini ortaya koymaktadir. Glikolizasyon antioksidan aktiviteyi aglikon
maddeye gore azaltmaktadir. Tibbi bitkilerde yapilan bir ¢alismada orto-dihidroksi
gruplarmin varligmin fenolik bilesigin antioksidan giiciiniin artmasina neden oldugu
bildirilmektedir (Cai vd., 2006). Yapilan ¢alismalarda yapis1 aydinlatilmis ve {lizerinde en
cok calisilan fenolik ajanlar; gallik asit, p-hidroksisinnamik asit, trans-sinnamik asid 3,4-
dehidroksibenzoik asit, vanillik asit, syringic acid, p-kumarik asit, o- kumarik asit, kaffeik
asit, ferulik asit, klorojenik asit, rosmarinik asit, absisik asit. Baz1 flavonoidlerin genel

iskelet yapisi ve tagidiklari substituentleri Tablo 1’ de gosterilmistir.
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Tablo 1. Flavonoidlerin genel karbon iskeletleri ve tasidiklar1 substituentler

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

Basit fenoller ve fenolik bilesikler, tek bir fenolik halka i¢eren biyoaktif bilesikler olup

sinnamik ve kafeik asitler bu gruptandir. Katekol ve piragallol ise hidroksillenmis fenollerdir.

Tablo 2’de baz1 fenolik asitlerin formiilleri verilmektedir.
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Tablo 2. HPLC analizlerinde kullanilan baz1 fenolik asitler ve formiilleri

O\ OH O\ OH O\ OH o. OH oH
HO 0 O
HO OH OH OMe OH
OH OH OH OH OH
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2.4. Serbest Radikaller ve Oksidadif Stres

2.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron iceren atom veya
molekiillerdir. Kuantum kimyasia gore bir bagda ancak iki elektron yer alabilir ve bu
elektronlarin zit spinde (ters doniis dogrultusunda) olmasi gerekir. Bir bag koptugunda
elektronlar ya birlikte kalir (ikisi de bir atoma katilir) ya da ayrilirlar (biri bir atoma, digeri
digerine). Eger birlikte kalirlarsa olusan atom bir iyon olur, eger ayrilirlarsa da serbest
radikaller olusur. Bu eslesmemis elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlari
ayirip islerine engel olurlar. Bu islem serbest radikalleri hem tehlikeli hem kullanigh yapar.

Yasam i¢in gerekli olan serbest radikaller elektron taransferi, enerji tiretimi ve pek
cok diger metabolik islevde temel olusturur. Ama eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir
davranis gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Bu atom veya molekiiller en dis elektron
kabugundan bir elektron kaybetmis olduklarindan bu elektron agigini kapatabilmek igin
baska atomlarin elektronlarini paylagsma egilimindedirler. Sonugta serbest radikal kendine
bir ¢ift elektron alarak elektron ¢ifti haline geger, diger elektron serbest radikal olur (URL-
1, 2007). Serbest radikallerin normal metabolizmaya ait bir {riin oldugu sonradan
anlagilmistir. Serbest radikal olusturan kaynaklar radyasyon, viriisler, UV-1sinlar1, X-
1sinlarl, ozon kozmik i1sinlar, hava kirliligini yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma
sonundaki triinleri, sigara dumani, otomobil egzoz gazlari, sanayi atiklari, enfeksiyonlar,
stres, hiicre metabolizmasinin toksik triinleri, baz1 tahrip edici kimyasallar, hasere kontrol
ilaglar1 ve bir¢cok baska etkenlerdir. Hatta egzersizler de oksijen kullanimindaki artisla
beraber serbest radikal olusumuna neden olur.

Radikal tepkimeleri biyoloji ve tipta yasamsal bir 6neme sahiptir ve yasayan her
canlida her an olusmakta ve kaybolmaktadir. Ciinkii radikaller, metabolizmanin normal
isleyisi sirasinda siirekli olarak iretilmektedir. Molekiiler oksijenin (O2), kendisi de bir
radikaldir. Temel haldeki molekiiler oksijen, oksijen atomlarinin her ikisinde de birer
ortaklanmamug elektron bulundurur. Her iki atom denge halinde oldugundan bu oksijen
molekiiliiniin reaktif o6zelligi yoktur. Bu o6zelliginden dolay1 oksijen, diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girer. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas
reaksiyona girer. Oksijen en son suya indirgenir. Mitokondriyal elektron transport zinciri

tarafindan gerceklestirilen bu siiregte, % 1-2 oraninda molekiiler oksijen kagagi meydana
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gelir. Bu oksijenin rediiksiyonu ile stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikali gibi reaktif iirlinler agiga cikar. Bu radikaller oksijenin toksik etkisinin gercek
nedenini olustururlar (Bast vd., 1991; Cheeseman ve Slater, 1993).

Radikaller, oksijen igerip i¢cermedigine gore iki kisimda toplanirlar. Oksijen igeren
radikaller serbest oksijen radikalleri (SOR) olarak adlandirilirlar. Biyolojik sistemlerde
siklikla kullanilan ve serbest oksijen radikalleri Tablo 3’de verilmektedir (Sies, 1991).

Tablo 3. En sik karsilasilan serbest radikaller ve serbest radikal iireten tiirlerin bazi

ozellikleri

Ad1 Simge Etkisi
Hidrojen radikali H Bilinen en basit radikal
Stiperoksit radikali O, Oksijen metabolizmasinin ilk ara iiriinii
Hidroksil radikali OH’ En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikali
Hidrojen peroksit H,O,  Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen 0, Yarilanma 6mrii kisa, giiglii oksidatif form
Perhidroksi radikali HO,” Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu artirir
Peroksil radikali ROO™ Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere lokalize olur
Triklorometil radikali CCl;” CCl, metabolizmasi tirtinii, karacigerde tiretilen bir radikal
Tiyil radikali RS’ Siilfiirlii ve ¢iftlenmemis elektron iceren tiirlerin genel adi
Alkoksil radikali RO’ Organik peroksitlerin yikimu ile tiretilen oksijen metaboliti
Azot monoksit NO L —argininden in vivo iiretilir
Azot dioksit NO,  NO'in oksijen ile reaksiyonundan iretilir

2.4.2. Serbest Radikallerlin Organizmadaki Biyolojik Etkileri

Organizmada serbest oksijen radikallerinin olusturdugu reaksiyonlar radikalin bir
diger radikal ile veya radikal olmayan ajanlar ile karsilasmasi ile olusur. Serbest radikaller
birbiri ile karsilagtiginda kovalent bir molekiil olusturacak sekilde reaksiyona girerler.
Serbest radikaller organizmada radikal olmayan bir¢ok hiicre bileseni ile de reaksiyona

girebilir ve bu bilesenlerin yap1 ve islevlerini degistirir. Bdylece serbest radikaller
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organizmada molekiiler diizeyde asagidaki bir¢ok biyolojik etkiye neden olur (Busaua,
1990; Simsek, 1999):

1. DNA yikimi

2. Proteinlerin yikimi ve enzim aktivitelerinde degisiklik

3. Hiicre membran lipitleri ve hiicre organellerinin yikimi

4. Lipolusin pigmentlerin yikimi

Organizmada normalde oksidatif olaylara karsi korunma mekanizmalari olmasina
karsin endojen superoksit radikal yapiminda artig, metal komplekslerinin (hem proteinleri
ve metalloproteinler gibi) ayrilmasi ve radikallere karsi savunmalarda eksiklik olmasi
durumunda dokuda artmis oksidatif yikim goriilebilir (Simsek, 1999).

Organizmanin yasam siirecinde karsilastigt radikal tiirlerinin ¢esitli olmasi
nedeniyle, serbest radikallerin biyolojik etkilerini genellemek zordur. Olusan serbest
radikaller, ortamdan uzaklastirilamadig1 takdirde pek¢ok yolla metabolik bozukluklara,
hiicre hasarmna ve hatta 6liime yol agarlar (Boyunaga ve Celik, 1996). Serbest radikaller,
kimyasal modifikasyonlarla protein, lipid, karbonhidrat ve DNA’da hasar olustururlar.

Lipidler; reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkilerine en fazla maruz kalan biyolojik
molekiillerdir. Hiicre membrani serbest oksijen radikalleri ile hizla reaksiyona girebilen
coklu doymamis yag asitlerinden olduk¢a zengindir. Bu yag asitlerinin doymamis baglari
serbest radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona neden olur. Membran akiskanligi,
membran lipidlerinin yan zincirlerinde bulunan doymamis yag asitleri ile saglanir.
Doymamis yag asitlerinin hasari, membran akiskanligini azaltici etki gosterir.

Lipid peroksidasyonu, oksijen tiirevi serbest radikaller tarafindan tetiklenen
oksidatif stresin en ©nemli organik gostergelerinden birisidir. Ug karbonlu bir
ketoaldehid olan malondialdehid (MDA) normal metabolik sartlarda, Once asetat veya
malonata kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile CO;’e indirgenerek atilir.
Fakat asir1 lipid peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar
verir (Ulusu vd., 2003; Devay, 2008).

Biyolojik sistemlerdeki oksidatif stresin 6l¢iilmesinde giiniimiizde en yaygin metot
MDA 6lgtiimiidiir. MDA, proteinlerin lizin rezidiileriyle ve fosfolipidlerin amin gruplariyla
reaksiyona girer (Uchida, 2003; Devay, 2008). MDA, kolaylikla diffiize olabildiginden,
DNA bazlartyla da reaksiyona girerek hasara neden olabilir.

Protein oksidasyonu; hem ROS ile direkt hem de oksidatif stresin sekonder

ara Urinlerinin reaksiyonlariyla indiiklenen proteinlerin kovalent modifikasyonu
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olarak tanimlanmaktadir. Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif
degisiklikler, proteinlerin rol oynadig1 ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 etkiler.
Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, transport sistemlerinin ve
enzimlerin rol oynadig1 hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan etkilenirler.

Oksidatif protein modifikasyonlarinin biyokimyasal sonuglari; yan zincir gruplarinin
oksidasyonu, kirilmalar, c¢apraz baglanmalar, yanlis katlanmalar, hidrofobik yapida
degisiklikler ve proteolitik enzimlerde aktivite kaybi olarak siralanabilir. ROS’un
proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida aminoasit
kalintisinda ve/veya peptid omurgasinda meydana gelen hasar sonucunda protein
karbonilleri (PCO) iiriinleri meydana gelir. (Hawkins ve Davies, 2001; Evans vd., 1999;
Devay, 2008).

2.5. CCl, ve Metabolize Edilmesi

Karbon tetrakloriir (CCly) renksiz, berrak, ugucu bir sividir (ATSDR, 2005). Yogun,
alev almayan, iletken olmayan bir kimyasaldir. Kesif bir buhar veren karbon tetrakloriiriin
kendisine has bir kokusu vardir. -23°C’de katilagir ve 77°C’de kaynar. Yogunlugu, 1,585
glem®tiir. Molekiil yapisi diizgiin tetrahedrol olup, merkezinde karbon atomu bulunur.
Apolar yapiya sahiptir. Suda ¢oziinmez, fakat alkol gibi apolar coziiciilerde ¢oziiniir.
Karbon tetrakloriir zehirli olup, hava yoluyla buhar1 zehirlemeye yeterlidir. Deriden igeriye
girebilir. Karaciger, beyin, bobrek, kaslar, yag dokusu ve kanda daha yiiksek
konsantrasyonlarda olmak iizere tiim viicuda dagilir (ATSDR, 2005). Asirt miktarda
buharmi teneffiis etmek veya sivi ile temas etmek mide bulantis1 meydana getirir. Uzun
stire temas edilirse karaciger veya bobrekler harap olur ve 6liime gotiiriir.

Onceleri kuru temizleme, yangin sdndiirme, tahil dezenfeksiyonu ve bdceklerle
miicadelede yararlanilan bu kimyasal bilesik; giinlimiizde petrol iiriinleri, ¢esitli yaglar,
vernik, cila, regine ¢oziiciisii ve organik bilesiklerin imalatinda kullanilmaktadir. Cevreden
insan viicuduna giinliik ortalama 0,1 pg CCly girisi oldugu tahmin edilmektedir. Insanlarda
CCly’tin toksik dozu solunum yolu ile alindiginda 65 ppm; agizdan alindiginda ise 4
ml’dir. Birlesik Devletler Cevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan deneylerinden elde edilen
sonuglara dayanarak, CCls’li insan i¢in olast kanserojen (grup B2) sinifina dahil etmistir

(ATSDR, 2005; Weber vd., 2003; Thrall vd., 2000; Ogetiirk vd., 2009).
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CCl4 nedenli zehirlenme viicuda alinmayi takiben ortaya ¢ikar ve sinir sisteminin
baskilanmasi ile kendini gosterir. Buna bagh olarak goriilen baslica belirtiler; bas
agrisi, bas donmesi, halsizlik, ataksi, goérme bulanikligi, uyuma hali ve biling
kaybidir. CCls’tin emilimden birkag giin sonra karaciger yaglanmasi ve hasar ile ilgili
belirtiler ortaya ¢ikar. Karaciger hiicrelerinin nekrozu sonucu aspartat aminotransferaz
(AST) ve aldolaz enzim diizeyleri artar (Wang vd., 2005).

CCl,; mitokondriyal monooksijenaz (P450 2E1) sistemince metabolize edilir. Toksin
bir serbest radikale doniistiiriiliir. Metabolizma esnasinda Oncelikle baslangic metaboliti
triklorometil (CCl3) serbest radikali olustuktan sonra lipidler ve proteinler ile kovalent
baglar olusturarak triklormetil peroksite (CCl30,") veya hidrojen atomlarini kaybetmis olan

kloroform formuna doniisiir (Altinisik, 2011).

P450
CCl, —>CC|3 + CI

CC|3 * 02 —_—> CC|302

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 asidlerinin
peroksidasyonuna yol agarak hiicre harabiyeti meydana getirirler. Viicuttan atilimi basta
solunum yoluyla ve ¢ok az miktarlarda digki ve idrar yoluyladir (ATSDR, 2005). CCl,’e
bagli olarak gelisen karaciger hasarinda lipit peroksidasyonu son derece oOnemlidir
(Nadkarni ve Souza, 1988; Parola, 1996). Ciinkii bu hasara bagli olarak ilerleyen siiregte
karaciger fibrozu ve siroz olusabilir. Karaciger fibrozu, ekstraselliiler matriks
komponentlerinin artmast ile karakterizedir. Ayni zamanda diger organlarda da
dejenerasyon meydana getirir.

Ekstraselliiler matriksin yapimi ve yikimi arasindaki denge; olusan toksik oksijen
radikallerine bagl olarak, potent profibrojenik mediatorlerin de aktive olmasi ile stirekli
matriks yapimi yoniinde bozulmaktadir (Lee, 1994). Yapilmis olan birgok calismada
karaciger hastaliklarinda oksidatif stres ve buna bagl olarak ortaya c¢ikan karaciger hasari
ile fibrozis arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Shimiziu, 2001; Shimiziu, 2003).
Karbontetrakloriir (CCl,), selektif bir hepatotoksik faaliyete sahip oldugu bildirilen ve

birgok aragtirmaci tarafindan akut ve kronik toksisite olusturmasinda kullanilan prooksidan
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aktiviteye sahip toksik bir ajandir ve deneysel hayvan calismalarinda yogun sekilde
kullanilir (Dashti vd., 1989; Mikhail vd., 1978; Yiiksek vd., 2005).

2.6. Karaciger ve Siroz

Karaciger gastrointestinal sistem (GIS) ve portal dolasim ile periferik organlar ve
sistemik dolasim arasinda yer alan, hem hepatik arter, hem de portal ven ile kanlanan
cesitli fonksiyonlara sahip vucudun deriden sonra en bilyiik organl ve en bilyiik bezidir.
Sag ve sol olmak uzere iki anatomik loba ayrilmigtir. Bu anatomik lokalizasyon yaninda,
fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeni ile karaciger gerek oral gerekse parenteral yolla
alinan hemen tiim ilaglar ve toksik maddelerle ve mikrobik ajanlarla karsilasan ve onlarin
zedeleyici etkilerine maruz kalan bir organdir. Bu ajanlarla siirekli olarak karsilasan
karaciger, onlar1 detoksifiye eder veya onlarin olusturdugu hasara rejenerasyon yetenegiyle
karsilik verir. Karacigerde hasar olusturan ve bir kism1 yaygin olarak gozlenen ¢ok sayida
sebep bulunmaktadir (Aksit vd., 1998; Zimmerman ve Maddrey, 1987; Crawford, 2002)
Bu degisik sebeplerle olusan karaciger hasar1 onemli bir saglik sorunu olusturur.
Dolayisiyla, mortalite ve morbiditeyi 6nemli oranda diisiirmesi, sagkalim oranlarini olumlu
yonde etkilemesi ve yiiklii tedavi maliyetlerinin azaltilmas: sebebiyle hepatoprotektif yani
karacigeri koruyucu etkisi olan ajanlarin kullanimi 6nem arz etmektedir.

Yumusak ve esnek olup karin boslugunun iist kisminda, diyafragmanin hemen
altinda yerlesiktir. Karacigerin biiyiik kism1 kemik ve kikirdak kaburgalarin altinda
bulunur ve diyafragma karacigeri plevra, akcigerler, perikard ve kalpten ayirr.
Karaciger yetiskinlerde 1400-1600 g agirliginda olup, viicut agirliginin yaklasik 1/50' si
kadardir. Sag ve sol olmak iizere iki lobdan olusur. Ayrica sag lobun alt yiiziinde iki
kiigiil lob daha bulunur (Aksit vd., 1998; Sherlock ve Dooley, 1997; Bismuth, 1982;
Erten, 2009).

Karaciger lobuli hepatislerden meydana gelir. Lobuli hepatis'lerin arasindaki
bosluklarda portal kanallar vardir. Bunlar arteria hepatika propria'nin dallari, vena porta
hepatis'in dallar1 ve safra kanalinin bir dalini igerir (portal triad). Arteryel ve vendz kan,
sinlizoidler araciliiyla karaciger hiicrelerinin arasina ilerler ve vena sentralis'e dokiiliir.
Karacigere kan tasiyan damarlar arteria hepatika propria (%30) ve vena porta hepatis
(%70)'tir. Vena porta hepatis, gastrointestinal (GI) kanaldan emilen sindirim

iriinlerinden zengin vendz kan getirirken, arteria hepatika propria karacigere
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oksijenienmis kan getirir. Arteryel ve venodz kan, karaciger siniizoidleri araciligiyla her
bir lobiili hepatis'in vena sentralis'ine iletir. Terminal vaskiiler dallara yakin hepatositler
(zon 1), oksijen ve sindirim iriinlerinden zengin bir kanla beslenirler. Bu hepatositler
cabuk rejenere olurlar ve hiicre 6liimiine dayaniklidirlar. Zon 2 ve zon 3 ise vaskiiler
yapilardan gittikce uzaklasirlar, daha az oksijen alirlar ve daha az sindirim iiriinlerini
iceren bir kanla beslenirler. Zon 3 en az kanlanan boliimdiir. Bu zonlarda metabolik ve
enzimatik farkliliklar da sz konusudur. Ornegin sitokrom P450 en yiiksek yogunlukta
zon 3'te bulunur (Aksit vd., 1998; Sherlock ve Dooley, 1997; Bismuth, 1982; Erten,
2009).

2.6.1. Karacigerin Histolojisi

Karaciger histolojik olarak hepatosit kordonlarinin meydana getirdigi lobiillerden
olusur (Aksoy, 1977). Karacigerin temel yapr elemam karaciger hiicresi ya da
hepatosittir. Bu  epitelyal hiicreler birbirleriyle baglantili  plaklar halinde
gruplasmiglardir. Isik mikroskobu kesitlerinde, karaciger lobiilii olarak isimlendirilen
yapisal birimler goriilebilir. Karaciger lobiilii 0,7x2 mm boyutlarinda poligonal bir doku
kitlesidir. Karaciger lobiilii i¢indeki hepatositler 1sinsal olarak dizilmis ve bir duvarin
tuglalarina benzer bigimde diizenlenmistir (Aytekin ve Solakoglu, 2006).

Hepatositler alt1 veya daha fazla yiizeyli, polihedral, yaklasik 20-30 mikron capta
hiicrelerdir. Genellikle bir, bazende iki niikleuslu, soluk pembe sitoplazmalidirlar.
Sitoplazmalarinda lobiiliin orta kisminda daha belirgin olmak iizere ince kahverengi
graniiller halinde lipofiissin pigmenti ve seyrek olarak yag vakoulleri bulunabilir.
Hematoksilen eozinle (H.E) boyanmis kesitlerde; ¢ok sayida mitokondri (her bir
hepatosit yaklasik 2.000 mitokondri) bulunmaktadir. Hepatosit siklikla glikojen igerir.
Bu polisakkarit elektron mikroskobunda, genellikle sitozolde diiz endoplazma
retikulumu yakininda toplanmis, kaba, elektron- yogun graniiller halinde goriilir.

(Aytekin ve Solakoglu, 2006).

2.6.2. Karaciger Fonksiyonlari

Hepatosit muhtemelen viicudun ¢ok yonlii 6zelligi en fazla olan hiicresidir. Bu

hiicreler hem i¢ hem de dis salgilama islevlidir; bazi maddelerin sentezini yapar ve
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biriktirir, bazilarin1 detoksifiye eder, bazilarmi da tasir (inci, 1996; Giizel, 1996;
Aytekin ve Solakoglu, 2006; Erten, 2009).

Karaciger; yasam igin gerekli bir¢ok farkli fonksiyona sahiptir. Hepatosit, kendisi
icin gerekli proteinlere ek olarak, salgilamak tizere cesitli plazma proteinlerini de
(albumin, protrombin, fibrinojen ve lipoproteinler) sentezler. Ayrica aminoasitleri,
karbohidratlari, lipidleri, vitaminleri, mineralleri alir, isler ve depolar. Albumin, o ve 3
globulinler, pithtilagsma faktorleri ve transport proteinleri dahil olmak {izere birgok
plazma proteini karaciger tarafindan sentezlenmektedir (Aslan, 2005).

Karacigerin diger bir 6nemli fonksiyonu da normal diizeyi 600-1.200 ml/kg olan
safra salgis1 salgilamaktir. Safra salgilanmasi, hepatositlerin kandaki maddeleri alip,
dontistiirerek safra kanalikiilleri i¢ine salgilamalar1 nedeniyle bir anlamda ekzokrin bir
fonksiyondur. Safra, su ve elektrolitlere ek olarak birka¢ ana bilesene daha sahiptir;
bunlar safra asitleri, fosfolipitler, kolesterol ve bilirubindir. Karaciger; safra asitlerinin
kolesterolden sentezi ve safraya sekresyonu; boylece kolesterol metabolizmasinin
diizenlenmesi ve diyetsel yaglarin absorbsiyonunun kolaylastirilmasindan da
sorumludur (Inci, 1996).

Karaciger 6nemli bir fonksiyonu da depo olarak goérev almasidir. Lipitler ve
karbohidratlar, karacigerde trigliserid ve glikojen seklinde depolanir. Bu metabolit
depolama kapasitesi, viicudun 6giinler arasindaki enerji gereksinimini karsiladigr igin
onemlidir. Karaciger, vitaminler (6zellikle A, D ve B12 vitamini) i¢in de en biiylik
depolanma yeridir (inci, 1996; Giizel, 1996; Aytekin ve Solakoglu, 2006; Erten, 2009).

Karaciger; ilaclar ve toksinler gibi ekzojen bilesiklerin detoksifikasyonunda primer
organdir. Cesitli ilaglar ve maddeler oksidasyon, metilasyon ve birlesmeyle etkisiz
kilinabilir. Bu olaylara katilan enzimler baglica diiz endoplazma retikulumunda bulunur.
Glukuronik asidi bilirubine birlestirilen bir enzim olan glukuronil transferaz, steroidler,
barbitiiratlar, antihistaminikler ve antikonviilzanlar gibi baska bilesiklerin de
beraberligini saglar. Belli kosullarda, karacigerde etkisizlesen ilaglar hepatositte bulunan
diiz endoplazma retikulumunda artisa yol agarak organin zehirden arindirma kapasitesini
artirir (Aytekin ve Solakoglu, 2006).

Ayni zamanda karaciger; tiroid, steroid ve diger hormonlarin baslica katabolizma
yeridir ve plazma hormon diizeylerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Diler,
2005). Bunlarin disinda karacigerin kanin pithtilagsmasinda, karbohidrat, yag ve protein

metabolizmasinda 6nemli rolleri de vardir (Erten, 2009).
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2.6.3. Siroz

Karacigerde inflamasyona ya da direkt toksik hasara cevap olarak fibrotik doku
olusur. Zamanla fibroz bandlar karacigerin ¢esitli bolgelerini birlestirir (portalportal,
portal-santral, santral-santral). Bu olay kopriilesme fibrozisi olarak adlandirilir. Geri
doniisimii miimkiin olan diger biitiin lezyonlardan farkli olarak fibrozis, genelde hepatik
hasarin geri doniisii olmayan sonucudur.

Kronik karaciger hastaliklari; hepatoselliiller hasar ile karakterize olup, genellikle
karaciger fibrozisi ve sirozu ile sonuglanmaktadir (Armbrust vd.,1997). Siroz;
karacigerin anatomik yapismimn fibrozis ve nodiillesme sonucu bozulmasidir. ilerleyici ve
kronik bir karaciger hastaligidir.

Devam eden fibrozis ve parankimal hasar ile karaciger, rejenere hepatositlerden
olusan ve skar dokusu ile cevrelenmis nodiillere ayrilir. Bu sekilde siroz olusur.
Karacigerin ¢ok biiyiik fonksiyonel rezervi vardir. Fulminan hepatit diginda diger biitiin
hastaliklarda rejenerasyon gergeklesebilir. Normal bir bireyde, karacigerin %75'inin cerrahi
olarak alinmasi, minimal bir hepatik yetmezlik olusturur. Siroz, ilaca bagli hasarin nadir
bir sonucudur. Bir¢ogu kronik karaciger hastaliginin ilerlemesi ile ortaya c¢ikar.
Rejenerasyon sayesinde karaciger hacmi bir iki hafta i¢inde yenilenir. Masif hepatoselliiler
nekroz meydana geldiginde eger bag dokusu ¢atist saglam kalmissa; hemen hemen

kusursuz bir onarim saglanir (Crawford, 2002)

2.7. Toksikoloji, Ksenobiyotikler ve Biyotransformasyon

Agi1z yoluyla alindiginda veya herhangi bir yolla emildiginde biyolojik sistemlerde
hasar veya Olim olusturan maddelere "toksin™ veya "zehir", toksinlerin etkilerini
inceleyen bilim dalina da "toksikoloji" denir. Bununla birlikte toksikoloji, kimyasallar
ile biyolojik sistem arasindaki etkilesmeleri zararli sonuglar1 yoniinden inceleyen bilim
dali olarak veya kimyasallarin zararsizlik limitlerini belirleyen bilim dali olarak da
tanmlanmaktadir. Ancak toksikolojinin, tanimlayici toksikoloji, klinik toksikoloji, ¢evre
toksikolojisi, endiistri toksikolojisi, adli toksikoloji, analitik toksikoloji ve
ekotoksikoloji gibi alt dallar1 diisiiniildiigiinde her dalin islevine gore ayr1 ayr1 tanimlar
getirilmesinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. 16. yiizyilda Paracelsus’un (1493-1541)
zehiri tamimlarken kullandigi “her madde zehirdir, zehir olmayan madde yoktur; zehir

ile ilact aymran dozdur” seklindeki ifade, bugiinkii modern toksikolojinin de c¢ikis
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noktasidir. Her kimyasalin doza bagimli olarak toksik etki goOsterebilmesi gercegi
toksikolojinin ugras konusunu ilag, kozmetik, tarim ilaci, gida katki maddeleri, ev
temizlik malzemesi ve endiistriyel kimyasallar olarak cok genis bir alana yaymaktadir.
Biitiin bu kimyasallara, organizmaya yabanci anlamima gelen “ksenobiyotik” adi da
verilmektedir. Genel ifade ile canli sistemlere yabanci olan ilag, bocek 6ldiiriicii, petrol
tirtinleri gibi maddeler ya da bunlarin kisimlar1 ksenobiyotik olarak adlandirilmaktadir.

Bu ylizyilin basina kadar kullanilan kimyasallarin sayist birka¢ bin ile sinirh idi.
Bu kimyasallarin biiyiik boliimiinii de bitkisel, hayvansal ve mineral kaynakli dogal
maddeler olusturuyordu. 20. yiizyillda organik kimya biliminde dolayisiyla kimya
endistrisindeki hizli gelisme, kullanilan kimyasallarin sayisin1 hizla arttirmistir.
Giliniimiizde biiylik bolimii sentetik olmak iizere 80.000’in iizerinde kimysal madde
cesitli amaglar icin kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin baslicalar; ilag aktif maddesi
(4.000), 1la¢ yardime1r maddesi (2.000), kozmetik (3.000), gida katki maddesi (2.600),
tarim ilact (1.500) ve endiistriyel kimyasal (48.000) olarak dagilim gdstermektedir
(Tuncgok, 2003).

Viicuda deri, sindirim sistemi, akciger, injeksiyon gibi yollarla giren
ksenonbiyotikler viicut sivilarinda dagilabilir, plazma proteinlerine baglanabilir veya
organlarda birikebilir. Bu ksenobiyotiklerin viicuttan atilimi degisik sekillerle
gergeklesir. Bu yollardan biri bébrekler ve idrardir. Ikinci yol karacigerdir. Safraya
gecen bir madde barsaga gectikten sonra ya disk:r ile atilir, ya da barsakta yeniden
absorbe olur ve tekrar karacigere gelir. Bu dolasim defalarca devam eder ve sonugta
karacigerdeki muhtemel toksik etki artar. Uciincii atilim yolu akcigerdir. Viicut
sicaklifinda gaz halinde bulunan maddeler kandan alveollere geger ve oradan atilir.
Doérdiincii atilim yolu ise mindr atilim yoludur. Ter, tiikriik, sperm, siit, gdzyast en temel
mindr atim yollaridir.

Organizmaya giren ksenobiyotiklerin kimyasal degisimleri metaboliama olarak
adlandirilabilse bile biyotransformasyon teriminin kullanilmasi daha yerinde olur.
Biyotransformasyon sonucu ana iiriinden sekillenen {iiriinlere metabolit denir. Yabanc1
maddeleriin biyotransformasyonunu katalize eden baslica enzimler karacigerde bulunur.
Bu yiizden karacigerin kan dolasimi ile kendine gelen kimyasal maddeleri depolama,
dagilim ve safra gibi atilmadan 6nce metabolize etme kapasitesi oldukca ytiksektir.

Ayrica biyotransformasyon karacigerde baslar, daha sinirli olmak iizere akciger, bobrek
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ve barsakta, daha da siirli olmak lizere deri, testis, plesanta ve adrenal bezde de
gerceklesir (Vural, 2005).

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu i¢in Faz | ve Faz II reaksiyonlar1 olmak
tizere iki ayr reaksiyon kullanilir. Faz I'e katilan temel reaksiyon, monooksijenazlar
veya sitokrom P-450 olarak adlandirilan enzimlerce katalizlenen hidroksilasyondur. Faz
I'in diger reaksiyonlar1 rediiksiyon ve hidrolizdir. Faz I'de olusan hidroksile bilesikler
Faz II'de ¢esitli polar metabolitlere dontistiiriilmektedir.

Ksenobiyotik metabolizmasindaki bu iki fazin bastan sona amaci,
ksenobiyotiklerin sudaki ¢oziiniirliiklerini (polarite) artirmak ve bu sekilde viicuttan
atilimlarini kolaylastirmaktir (Board vd., 1990).

Ksenobiyotikler sitokrom P-450 metabolizmasiyla aktiflestikten sonra Faz Il
reaksiyonlar1 olarak bildigimiz glukoronidasyon, sulfasyon, metilasyon, asetilasyon ve
glutatyon ile konjugasyon reaksiyonlarindan biriyle metabolize edilmektedir. Boylece
aktive maddeler reaktif olmayan ve suda ¢6ziinebilir tiriinler olarak safra ya da idrarla
atilmak iizere organizmadan uzaklastirilir. Faz I ve Faz Il enzim aktiviteleri arasindaki

denge ksenobiyotiklerin organizma cevabinda 6nemlidir (Sinnet vd., 2000).

2.8. Deneysel Hayvan Calismalari

Biyolojik etkinlik testleri in vivo ve in vitro olarak yapilmaktadir. [n vitro
calismalar laboratuvar ortaminda ya da yapay ortamlarda gerceklestirilir. Biyoaktif
bilesiklerin nitel ve nicel analizleri laboratuar kosullarinda (in vitro) oldukga diisiik
konsantrasyonlarda bile yapilmaktadir. Yapay ortamda hazirlanmis doku 6rnekleri ya da
bakteri kiiltiirleri lizerinde denenen herhangi bir ilacin etkisi, antioksidan testler in vitro
calismalara 6rnek olarak verilebilir. Calisma canli organizmada bizzat yapilirsa bu tip
caligsmalar in vivo ¢alismalar olarak adlandirilir. Bir maddenin biyolojik etkinlik testleri
ilk olarak in vitro yiiriitiliir ve biyoljik etki potansiyeli Ol¢iiliir. Daha sonra in vivo
caligmalara gegilir. Ciinkii in vivo ¢alismalar oldukg¢a sorumluluk gerektiren, etik kurul
kararina bagli olarak yapilan ¢aligmalardir.

Ulkemizde hayvanlar kullanilarak yapilacak deneylere ait Resmi Gazetede
06.07.2006 tarih ve 26220 sayili “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve

Esaslarina Dair Yonetmelik™ ile yapilacak in vivo ¢alismalar belli kurallara baglanmuistir.
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Bu yonetmeligin amaci, deney hayvanlar ile yapilacak olan bilimsel arastirma,
test, saglik hizmetleri uygulamalari, egitim-6gretim ve yayin gibi temel etkinliklerde
kullanilan yontem ve materyaller ile ilgili minimum etik standartlar1 belirlemek, etik
ilkeler dogrultusunda goriis bildirmek ve arasgtirma Onerilerini bu agidan incelemek
iizere olusturulacak Hayvan Deneyleri Merkezi Etik Kurulu ve hayvan deneyleri yerel
etik kurullarinin kurulus ve c¢alisma esaslarina, yapilmasi planlanan islemlerin
sunulmasina, arastirma ve calisma Onerilerinin incelenmesine, izin verilmesine,
uygulamalara, uygulamalarin izlenmesine, deney hayvanlar1 lizerinde yapilan biitiin
islemlerin kayit altina alinmalarma ve bu islemlerin aninda ya da geriye dogru
izlenebilmelerine, ilgili biitiin islemlerin denetlenebilirliginin saglanmasina ve ilgili
islemlerin gerektiginde sonlandirilmalarina iliskin esaslar1 belirlemektir.

Deney hayvani kullanan Saglik, Tarim ve Koyisleri, Cevre ve Orman ve Milli
Egitim Bakanliklarina bagli arastirma ve hizmet veren kurum ve kuruluslar ile yiiksek
O0gretim kurumlar1 hayvan deneyleri yapabilmek igin ilgili etik kurullar1 kurmak
zorundadir. Bu calismalar1 yapacak arastirma gruplarmin da bu kuruldan izin alma
zorunlulugu vardir.

Literatiirde yapilan c¢aligmalarda hayvan deneylerinde istatistik metodu olarak
yogun sekilde SPSS’in kullanildigi, Microsoft Exel programindan yararlanildig
gorilmiistiir.

Deneysel sonuglarin  gruplandirildigi  6nemli bir istatistik metodu olan
diskiriminant analizi birimleri en az hata ile ait olduklar kitlelere ayirmak i¢in yapilan
islemler toplulugu olarak tanimlanmaktadir. Cok degiskenli analizde siklikla karsilasilan
problemlerden birisi siniflandirma problemidir. Arastirmacinin ilgilendigi bireyler farkli
yiginlardan (gruplardan) geliyor olabilir. Arastirmaci, bir bireyin p sayida 6zelligini
Olctiigiinde, elindeki bireyin hangi gruptan geldigini merak edebilir. Bu durumda
smiflandirma problemi, bireyin p sayida Ozelligini inceleyerek hangi gruptan (grup
sayist g olmak {izere) geldigine karar verme problemi olarak nitelendirilebilir.
Anderson’un (2003) belirttigi gibi bu gruplarin p degiskenli olasilik dagilimlarina sahip
olduklar1 varsayilir. Bu durumda herhangi bir bireyin bu gruplardan gelen bir rassal
ornek oldugu soylenebilir. Iste simiflandirma problemindeki temel soru; “p tane
degiskene iligkin gozlem degerleri bilinen bireyin hangi olasilik dagilimindan

geldigi”dir. Bu yoniiyle ¢alismamizda bu ayrim metodu da kullanilmistir.
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Art drinleri ile ilgili olarak literatiirde bazi in vivo c¢alisma Orneklerine
rastlanmaktadir. Basim vd. (2007) polen ve propolis metanolik ekstraklarinin
antibakteriyal aktivite gosterdiklerini; Medeiros vd. (2008) sicanlarda fenolik polen
ekstraklarinin anti-alerjenik etki gosterdigini; Almaraz- Abarca vd. (2007) Meksika
florasina ait etanolik polen ektraktlarinin lipid peroksidasyonu inhibe edici etKi
gosterdigini; Silva vd. (2006) ile Sari¢ vd. (2008) ar1 iiriinlerinin lipid peroksidasyonu
engelledigini, oksidan 6zellige sahip ve kanserojen oldugu bilinen pek ¢ok serbest oksijen
radikalini temizledigini; Nasuti vd. (2006) gastrik lezyonlar1 6nledigini, Eraslan vd. (2008)
ise bazi biyokimyasal parametrelere etkisini yaptiklari hayvan galismalari ile ortaya

koymustur.



3. YAPILAN CALISMALAR

3.1. Calismada Kullamlan Materyaller
3.1.1.Cihazlar

Calismalarimizda kullanilan temel cihazlar marka/model/mensei tilke olarak Tablo

4’de verilmistir.

Tablo 4. Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka/Model/Mensei iilke

HPLC Shimadzu LC-UV, Kyoto, Japan

UV-vis spektrofotometre Shimadzu UV-2450, Shimadzu Corporation, Kyoto,

Japan

Mikroskop Nikon Eclipse E400, Made in Japon.

pH metre Hanna pH 213, Romanya

Santrifiij Hettich, 1406 Type, Universal 320R, Germany

Dondurucu Joun sa Deep Freezer VXE490, Czech Republic
C e ®

Homojenizator Ika-Werke, Ultra Turrax T25 Basic, Germany

Otoanalizor Roche, Cobas 6000, Made in Germany

Vorteks karistirict Heidolph, Reaxtop Vorteks Karistirict

Su banyosu Nive, ST 402

Etiv Niive, FN 300

Magnetik karigtirict Niive, MK 418

Kiil Firim Niive, MF 120

Yar1 otomatik makro Gerhardt, Turbotherm, Germany

Kjeldahl diizenegi

Rotary evaporatdr IKA, China

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

Yar1 otomatik pipetler Scorex

Mikro plate okuyucu Tunable, Versa Max, Microplate reader, USA
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3.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler
Calismalarimizda kullanilan temel kimyasal madde ve malzemeler Tablo 5°de

verilmigtir.

Tablo 5. Calismada kullanilan temel kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Satin Alindig1 Firma
Silibinin Sigma Aldriich,
Germany
Karbontetrakloriir Merck, Germany
Etil Alkol Merck, Germany
Zeytin Yagi Komili, S1izma
Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi Merck, Germany
Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil kroman-2-karboksilik asit) APPlichem (Darmstadt,
Germany)
Hegzan Merck, Germany
Fosfor wolfram asidi Merck, Germany
HCI Merck, Germany
Sodyum karbonat (Na,CO3) Merck, Germany
KCI Merck, Germany
Sodyum asetat (CH3COONa.3H,0) Merck, Germany
H,SO, Merck, Germany
Metanol Sigma-Aldrich Co.
USA
2-metil-3-heptanon Sigma-Aldrich Co.
USA
TPTZ Merck, Germany
Gallik asit Sigma Aldrich,
Germany
Protokatekuik asit Sigma Aldrich,
Germany
Katesin Sigma Aldrich,
Germany
p-hidroksi benzoik asit Sigma Aldrich,
Germany
Klorogenik asit Sigma Aldrich,
Germany
Vanilik asit Sigma Aldrich,
Germany
Kafeik asit Sigma Aldrich,

Germany



o1

Tablo 5’in devam

Siringik asit

Epikatesin

p-kumarik asit

Benzoik asit

o-kumarik asit
cis,trans-absisik asit
trans-sinnamic asit

Rutin

Ferulik asit

Kuersetin

Asetonitril

Metanol

Etanol

Asetik Asit

NaOH

Fosfotungustik asit
Tiyobarbitiirik asit (TBA)
NaHPO,
1,1,3,3-Tetrametoksipropan
NaH,PO4

Trikloroasetikasit (TCA)

Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany

Sigma, St Louis, MO,

USA

Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany
Sigma Aldrich,
Germany

Sigma, St Louis, MO,

USA
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3.1.3. Cozeltiler
Calismalarimizda kullanilan temel kimyasal ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 Tablo 6’da

verilmigtir.

Tablo 6. Calismalarda kullanilan bazi ¢ozeltiler ve hazirlanislar

Cozelti Hazirlamisi

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

Doymus Na,COs3 35 g susuz Na,COjs tizerine 100 mL su eklendikten sonra, 70-

80°C’ye 1sitilarak ¢dziindiiriiliir, bir gece sogumaya birakilir,
bu sekilde doymus ¢ozeltiye birkag Na,CO310 H,O kristali
atilip, kristalizasyon baglatilir. Kristalizasyon bitince cam
pamuktan filtre edilir.

0,025 M KCI Tamponu 1,86 g KCI tizerine 980 mL su eklenip, yogun HCI ile pH

(pH:1,0) degeri 1,0’a ayarlanir. 1 litrelik balona aktarilir ve balon
hacim ¢izgisine kadar suyla tamamlanir.

0,4 M Sodyum asetat 54,43 g CH3;COONa.3H,0 tartilir, tizerine yaklasik 960 mL

Tamponu pH: 4,5 su eklenip karigtirtlir. pH derisik HCI ile 4,5’¢ ayarlanip, saf
suyla 1 litreye tamamlanir.

Tr0|0X® (100 uM) 12,65 mg Tr0|0X® 50 ml’ye etanolle tamamlanur.

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
HCl iginde ¢oziliir.

Asetat Tamponu 2,325 g NaCH3CO0.3H;0 iizerine 12 mL galsiyel asetik asit
ilave edilir.750 m1’ye saf suyla tamamlanur.

HCI (40 mM) %37°1ik HCI’den 340 puL alinr, son hacmi 100 mL’ye suyla
seyreltilir.

FeCls 324,4 mg FeCl3 destile suyla 100 mL’ye tamamlanir.

3 N H,SO,4 8,328 mL derisik H,SO4’den (% 96, d:1,84) alinir ve 100
mL’ye tamamlanir.

%80’lik Asetonitril 800 mL Asetonitril balon jojede saf su ile 1000 mL’ye
tamamlanir.

% 2’lik Asetik Asit 20 mL Glasiyal asetik asit balon jojede saf su ile 1000 mL’ye
tamamlanir.

0,084 N H,SO, 570 uL HySO4 % 98’lik orjinal sisesinden alnir. I¢inde bir

miktar deiyonize su bulunan 250 mL’lik balon jojeye
pipetlenir ve hacim 250 mL’ye tamamlanir.
%10’luk Fosfotungustik ~ H3(W3019)s.H20’dan 0,5 g tartilip, 4,5 mL deiyonize suda
asit ¢oOzilir.

0,8 mM CuCl, 0,00866 g CuCl, tartilir 80 mL deiyonize suda ¢oziiliir. Tartim
litre bazinda hazirlanip, seyreltilmistir.
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Tiyobarbiitirik asit
(TBA) reaktifi-Plazma
i¢in

Tiyobarbitirik asit (TBA)
reaktifi-Eritrosit paketi
icin

100 nmol/ml’lik 1,1,3,3-
Tetrametoksipropan
(TMP) standardi.

0,01 M Fosfat Tamponu
(PBS)

Sodyum azidli PBS (0,4
M)

Trikloroasetikasit (TCA)
2 M (NH4)2SO4

Fosfat Tamponu pH
7,06; 50 mM

30 mM H-»0,

Tamponlanmis H,0-
¢oOzeltisi

32,4 mM Amonyum
molibdat

0,335 g TBA tartilir. Bir miktar suda isitarak manyetik
karistirict ile ¢oziildiikten sonra hacim 50 ml’ye tamamlanir.
Sonra 50 mL asetik asit ile karistirilir (Giinliik hazirlanir.).

500 uL 1IN NaOH g¢ozeltisine 0,1 g TBA eklenir, 4 mL’ye saf
suyla tamamlanir. Isitilir ve sogutulur. Son hacim saf suyla 10
mL’ye tamamlanir.

164,7 uLL TMP alinir, 0,1 N HCl ile ¢6zerek hacmi 100 mL’ye
seyreltilir, 50 °C’da 1 saat inkiibe edilir. Bu uzun siire
saklanabilir. Bundan suyla seyreltilme yoluyla istenilen
konsantrasyonlar elde edilir.

0,2417 g NaH,PQO4. 2H,0 ve 0,135 g NaHPO, alinir. 200 mL
suda ¢oziliir, NaOH ile pH 7,0’ye ayarlanir ve son hacim 250
mL’ye tamamlanir.

0,026 g sodyum azid (Na-N3) 1 mL suda ¢ozilir ve 100
mL’ye PBS ile tamamlanur.

14 g TCA alinir, 50 mL’ye suyla seyreltilir.
1,053 g tartilip 4 mL buzlu suda ¢oziiliir.

81 g KH,PO4, 1 L ve 8.90 g Na,HPO,4.2H,0, 1 L deiyonize
suda ¢Oziiliir. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraninda karigtirlir.
Gerektiginde asit- baz ilavesiyle pH 7,0’ye ayarlanabilir.

0,34 mL % 30’luk H,0, alinarak hacim fosfat tamponu ile
100 mL’ye tamamlanir. Taze hazirlanir.

% 30’luk H,0,’den 340 pL alinip 100 mL’ye 50 mM’lik
fosfat tamponu ile (pH 7,0) tamamlanr.

3,7 g amonyum molibdat tartilip, 100 mL’ye saf suyla
tamamlanur.

3.1.4. Deney Hayvanlari

Calismanin  planlanmas:1 asamasinda Karadeniz Teknik Universitesi, Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kuruluna bagvuruldu, alinan etik kurul karar1 dogrultusunda ¢aligma

planlandi. Devam eden siirecte etik kuruldan alinan izine binaen ¢aligmanin bazi kisimlari

revize edildi ve son sekli verildi.

Bu ¢alismanin deneysel hayvan calismalar1 kismi; Karadeniz Teknik Universitesi,

Cerrahi Arastirmalar Merkezi’nde gergeklestirildi. Deneylerde bu merkezden temin

edilmis, agirliklar1 250-350 g arasinda olan 49 adet spraque dawley tipi erkek sigan

kullanildi. Siganlar, deneye baslamadan 6nce kafes ortalamasi esit olacak sekilde secilen
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yedi adet sicandan olusan, tel kapakli plastik kafeslere alindi. Siganlar 22 + 2 °C’da, 12
saat karanlik ve 12 saat aydinlik ortamda ve standart kafeslerde barindirildi. Sicanlar
standart sican yemi ve ¢esme suyuyla beslendi. Deney siiresince yem ve su alimi serbest
birakildi.

3.2. Numunelerin Temini

Miistahsillerimiz Karadeniz bdlgesi aricilar1 olup polenlerin temininde ZAYBIR ve
TRAYBIR (Zonguldak ve Trabzon Ari Yetistiricileri Birligi) basta olmak iizere diger
aricilik birlikleri ile ortak calisildi. 2009 sezonuna ait 4 farkli kestane poleni ¢alismada
materyal olarak kullamldi. iki polen &rnegi Zonguldak bélgesinden (ZP1 ve ZP2), birer
polen 6rnegi de Trabzon bolgesinden (TP) ve Giresun bolgesinden (GP) temin edildi.

Polenler ar1 kovanlarindan aricilar tarafindan polen tuzaklari takilmak suretiyle
alindi, giineste 4-5 saat kurutuldu, 151k gegirgenligini dnlemek i¢in etrafi aliiminyum folyo
ile sarili, cam kavanozlar igerisinde buzdolabinda saklandi. Daha sonra polietilen
ambalajlar icerisinde vakumlanarak dondurucu igerisinde c¢alisma zamanina kadar

muhafaza edildi.

3.3. Polenlerin Analizleri

3.3.1. Su igerigi (%)

Polenler, igerisinde silikajel bulunan etiiv igerisinde, 45°C’de numuneler sabit
agirhiga gelinceye kadar bekletildi ve su miktar1 giineste kurutulan polenlerin % agirligi
cinsinden ifade edildi (AOAC, 2000; Human ve Nicolson, 2006). Literatiirde (Crane, 1990;
Codex standart for honey, 1981; Krell, 1996) polenlerin su miktar1 tayinleri benzer sekilde
vakumlu kurutucuda 45 mm Hg’da 65°C’da veya 40-45°C’da yapilmis olup, calismamizda

yontem modifiye edilerek kullanildi.

3.3.2. Kiil Miktar (%)

Numunelerin kiil miktarlari, AOAC (2000)’e gore kiil firmmda 600°C’de numune

icerisinde higbir siyah nokta kalmayincaya kadar yakilarak bulundu. Yakilan numune kiil
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firmindan ¢ikarilip, desikatorde sogutuldu ve zaman kaybedilmeden tartildi. Sonuglar kuru

maddede % kiil olarak hesaplandi.

3.3.3. Toplam Protein Miktar1 (%)

Polen Orneklerinin toplam protein miktarlar1 yar1 otomatik Kjeldahl yakma {initesi
kullanilarak Kjeldahl metoduna gore, protein miktar1 biitiin azotlarin protein kaynakli
oldugu varsayilarak (N x 6.25), hesaplama yoluyla bulundu (AOAC, 2000; Krell, 1996).
Metodun esasi organik maddelerde bulunan proteinlerin yapisini teskil eden amino asitlerin
amonyaga doniistiiriilerek, olusan amonyagin bir asitle titrasyonu esasina dayanir.
Titrasyonla tespit edilen amonyaktan formiil yardimi ile azot miktar1 bulunur.

Metoda gore 5 g polen 6rnegi Kjeldahl tiipiine konuldu. Ornek iizerine 15 g
potasyum siilfat, 1 mL bakir siilfat, 25 mL siilfiirik asit sirastyla ilave edildikten sonra 2,5
saat yakma tinitesinde kademeli olarak sicaklik arttirilarak ve nétralizasyon diizenegine (%
16’lik NaOH) bagli olarak yakildi. Yakma islemi tamamlandiginda tiipler oda sicakligina
gelinceye kadar sogutuldu. Destilasyonda % 4 liik indikatorlii borik asitten her 6rnek icin
50 mL kullanildi. Her ornek yaklasik 3 dakika destile edildi. Destilasyon {initesinde
kullanilan NaOH % 32’liktir. Destilasyondan sonra 0,1 N HCI ile destilat titre edilerek

harcanan miktar kaydedildi ve hesaplama yapildu.

% Protein = [ (Vs-Vg) X F x 100 x0.0014] / W

Formiilde;

F: Protein tayini i¢in kullanilan sabit (6,25)

Vs: Ornek igin harcanan 0,1 N HCI miktar1 (mL)
Vg: Tanik i¢in harcanan 0,1 N HCI miktar1 (mL)
W : Ornek agirhg (5 g) dir.

3.3.4. pH Tayini
Numunelerin pH tayinleri Yetim ve Kesmen (2008)’e gore pH metre kullanilarak

yapildi. Numuneler saf suyla % 20’lik siispansiyon haline getirildi, 45 dakika beklendi ve

stv1 kisimda Sl¢lim yapildi.
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3.3.5. Nisasta Tayini

Nisasta tayini Ewers metoduna gore yapildi (Elgiin vd., 2005). 5 g 6rnek 100 mL’lik
Olcli balonuna alinip, lizerine 50 mL %1°lik HCI ¢ozeltisi ilave edildi. Numunenin dibe
yapismamasi i¢in balon joje iyice calkalandi, 95-100°C’daki su banyosunda 15 dakika
bekletildi. Bu siirenin ilk 3 dakikasi ¢alkalamaya devam edildi. Siire sonunda balon su
banyosundan c¢ikarildi, lizerine 30-35 mL saf su eklenip sogutuldu. Serbest hale gelen
azotlu maddeleri ¢oktliirmek i¢in balona % 4’liik fosfor wolfram asidi ¢ozeltisinden 10 mL
eklendi. Balon saf su ile Ol¢ii ¢izgisine kadar dolduruldu, berrak ¢ozelti elde edilinceye
kadar filtre kagidinda siiziildii. Siiziintii 2 dm’lik polarimetre tiipiine konarak c¢evirme
derecesi okundu. Okuma 5 defa tekrar edilerek ortalamasi alindi. Belirlenen ¢evirme
derecesi 5.4734 ¢evirme faktorii ile ¢arpilarak % nisasta miktar1 tespit edildi. Asagidaki

formiil kullanilarak da hesaplama yapilabilir.

a.10000
% Nisasta =
(a) D®.L.b
Burada;
a : Polarimetrede okunan ¢evirme agisi

(a) D® : Bugday nisastasi i¢in Ewers metoduna gore gevirme derecesi: 182,7
L : Polarimetre tiipiliniin desimetre cinsinden uzunlugu

b : Ornek miktari (g)

3.3.6. Pektin Tayini

Yontem, meyvelerde uygulanan pektin tayin yontemi (Tanker vd., 1996) modifiye
edilerek kullamldi. Polenler, 40-45°C°da kurutuldu, 25 g kuru polen iizerine 400 mL su
eklendi, 3 N H,SOy ile pH 2,0’ye ayarlandi. Kanistirilarak 85-90°C’da 2 saat hidroliz edildi.
Hidroliz sonucu olusan pektin ekstresi posadan ayrildi. Posa asitli su ile ikinci ve {iglincii
kez hidroliz edildi. Siiziintiiler birlestirilip, alkol derecesi 55° oluncaya kadar etil alkol
eklenerek pektin coktiiriildii. Coken pektin, Buchner hunisinden siiziilip 50°C’da

kurutuldu ve tartilarak verim hesaplandi.
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3.3.7. Eter Ekstrakti (Ham Yag) Tayini

Polen 6rnekleri yari siirekli solvent ekstraksiyon sisteminde, Sokshalet yontemi ile
eter kullanilarak 7 saat boyunca ekstraksiyona tabi tutuldu ve ekstrakt, rotary

evaporatoriinde eterin uzaklastirilmasi ile elde edildi (Yetim ve Kesmen, 2008).

3.3.8. Toplam Fenolik Madde Tayini

Analiz Slinkard vd. (1977)’ne gore yapildi. Toplam fenolik madde tayininin esasi
fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip kendilerinin
oksitlenmis forma doniistiigli bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin-Ciocalteu
ayraci burada oksitleyici bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon sonucunda indirgenmis
ayracin olusturdugu mavi rengin fotometrik olarak ol¢lilmesiyle, analizi yapilan 6rnekteki
fenolik bilesiklerin toplam miktarlarinin hesaplanmasit miimkiin olmaktadir. Olusan
kompleksin renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantili olup, 760
nm’de absorbans Vverir.

Calismada, standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir madde olan gallik asit
standardi kullanild1 (Slinkard vd., 1977; Singleton ve Rossi 1965). Gallik asitin farkli
konsantrasyonlar1 (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 ve 0,015625 mg/mL) hazirlanip,
absorbanslar1 okundu. Konsantrasyona karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik
cizildi. Cizilen grafige gore polen ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktar1 bulundu,
seyreltme faktorleri de dikkate alinarak asil numunenin mg GAE (Gallik asit esdegeri)/g
polen olarak fenolik madde miktar1 bulundu. Yapilan ¢alisma asagida Tablo 7 ‘de toplu

olarak verildi.
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Tablo 7. Toplam fenolik madde tayininde yapilan pipetleme islemleri

Kor Standart Test
Distile su 0,1 mL - -
Standartlar - 0,1 mL -
Polen numunesi - - 0,1 mL
Distile su 5mL 5mL 5mL
0,2 N Folin Reaktifi 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Tipler vorteks ile karistirilir ve 3 dakika sonra
%2 Na,COs 1,5mL 1,5mL 1,5mL

2 saat inkiibe edilir, 760 nm'de kore kars1 absorbans okunur

3.3.9. Toplam Flavonol Tayini

Fenolik bilesiklerden flavonollerin tayini Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore
yapildi. Metanolle 1:400 seyreltilen ve santrifiij edilen polen ekstraktlari ¢alismada
kullanildi. Ayni zamanda standart olarak Kuarsetinin 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125;
0,015625 mg/mL’lik bir seri ¢6zeltisi metanol igerisinde hazirlandi. Calismada numune ve

standartlara ait pipetlemeler asagidaki gibi yapildu.

Tablo 8. Toplam flavonol tayininde yapilan pipetleme islemleri

Kor Renk Korii  Standart Numune

Numune Degisen konsantrasyonlarda - 0,5 - 0,5
Kuarsetin Standartlart (mL) - - 0,5 -

Mutlak Metanol (mL) 4,8 4,5 4,3 4,3
%10 AI(NO3)3 (mL) 0,1 - 0,1 0,1
1 M NH,4.CH3COO (mL) 0,1 - 0,1 0,1

40 dk. Oda sicakliginda inkiibe edildi ve 415 nm’de saf suya karsi okundu.

Konsantrasyona karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik c¢izildi. Cizilen grafige
gore polen ekstraklarinin toplam flavonol miktar1 bulundu, seyreltme faktorleri de dikkate

alinarak asil numunenin mg Kuarsetin esdegeri/g polen olarak flavonol miktar1 bulundu.
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3.3.10. Toplam Antosiyanin Tayini

Toplam antosiyaninlerin tayini pH-differansiyel metoduyla yapildi (Wrolstad, 1976;
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 baglidir (Sekil 11). Buna gore ortam pH’s1 1,0 ve 4,5 oldugu
zaman Olciilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan antosiyanin konsantrasyonu ile

orantili bulunmaktadir. Yontem son derece basit ve duyarlidir.
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Sekil 11. Antosiyaninlerin pH 1 ve 4.5’de (UV-Vis) spektrumlari

Yontem modifiye edilerek tayin yapildi. 2,5 g polen alinip, HCI ile asitlendirilmis
(pH 4,0) etil alkol ile ekstraksiyon yapildi. 25 mL’ye seyreltilmis ornekler manyetik
karistiricr ile 30 dakika karistirildi, karisim 2 saat -18°C’°da tutuldu, tekrar 10 dakika
kanistirildi. Karisim 10 dakika siire ile 3.000 rpm’de santrifiij edildi. Berrak kisimdan 5’er
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mL iki ayr erlene alindi. I. Tipe pH 1 deki KCI ¢ozeltisinden, digerine ise pH 4,5’deki
CH3;COONa c¢ozeltisinden 20’ser mL eklendi ve yaklasik 30 dakika beklendi. Bu esnada
seyreltilmis berrak numunenin 250-600 nm arasinda spektrumu saptandi ve kestane
poleninin 520-530 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans (Ayis-max) gOsterdigi
belirlendi.

pH 1,0 ve pH 4,5’da, tampon c¢ozeltilerindeki Ornek ¢ozeltilerin bu bekleme
sonucunda 520 ve 700 nm dalga boylarinda, suya karsi belirlenen absorbans degerleri
Olctildii ve asagidaki esitliklerden faydalanmak suretiyle toplam monomerik antosiyanin
icerigi hesaplandi. Hesaplamada antosiyanin miktarlar1 ifade edilirken o gidadaki basat
(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 icin sonuglar Siyanidin-3-glukozit (Cyn-3-glu)

cinsinden hesaplanarak ifade edildi.

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

A: (A hs20- A A700)pH 1.0 — (A As20- A A700)pH 4.5

(A).(MW). (S).1000

Monomerik Antosiyaninler, mg/kg :

(e). 1

Burada;

A : Diizeltilmis absorbans farki

MW : Baz alinacak antosiyaninin molekiil agirligi (Siyanidin-3-glukozit i¢in: 449,2)
(Giusti ve Wrolstad, 2001)

St : Seyreltme faktori

€ : Molar absorbtivite katsayisi (Siyanidin-3-glukozit i¢in: 26.900) (Giusti ve
Wrolstad, 2001)
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3.3.11. Toplam Karotenoid Miktar1 Tayini

Numunelerin karotenoid igerikleri Davis (1976) ile Pirone vd., (2007)’nin
yontemlerine gore bulundu. Polen drnekleri birkag kez aseton-petrol eteri (1:1) ile (-18 °C)
ekstrakte edildi. Ekstraklarin spektrofotometrede 460 nm’de okumalar1 yapildi, molar

absorbtivite katsayis1 2000 olarak alinarak B-karoten cinsinden toplam miktarlari tespit
edildi.

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

Yontem, Fe(lll)-TPTZ (2,4,6-tris (2-piridil)-S-triazin) kompleksinin antioksidanlar
varhiginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(II)-TPTZ olusturmast (Sekil 12) ve bu
kompleksin 593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Benzie ve
Strain, 1999). FRAP yontemi nispeten basit bir yontem olup, kolaylikla standardize
edilebilmektedir. Bitkisel ekstraklardaki antioksidan kapasitenin ol¢iilmesinde FRAP (Fe
(TIT) indirgeme giicti (Ferrik reducing/antioksidan power)) metodu gegerli bir yontem
olarak kabul edilmektedir (Benzie ve Strains, 1996).

2P bt
, /\’%5 /\*%

/ LJ/L =
L |

Fe''-TPTZ + indirgen antioksidan ———» Fe’'-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 12. Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu

Kalibrasyon i¢in Troloks®’un degisen konsantrasyonlar (31.25 — 62.5 — 125 — 250 —
500 - 1000 uM) kullanilarak ¢alisma egrisi hazirlandi. Devaminda 3 mL FRAP reaktifi
[300 mM pH 3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl3z (10: 1: 1)] ile 100 pL

numune karistirildi, 0. dakikada ve 4 dakika sonra 593 nm’de absorbanslari okundu.
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Calisma egrisi i¢in de numune yerine Troloks®’un degisen konsantrasyonlar1 kullanilarak
absorbanslar tespit edildi.

Sonuglar (numunelerin  FRAP degerleri) aymi sartlarda test edilmis standart
Troloks®’la karsilagtirmali olarak bulundu, sonuclar uM Troloks® esdegeri antioksidan
giic olarak ifade edildi (TEAC).

Tablo 9. FRAP tayininde yapilan pipetleme islemleri

. Test Renk Renk
K6rmet . - Troloks
(Numune) KOI'utest(met) K()1"~1test(su)
FRAP Reaktifi (mL) 3 3 - - 3
Numune (uL) - 100 100 100 -
Troloks (Degisen kons.) (uL) - - - - 100
FeS0O,4.7H,0O
(Degisen kons)
Destile Su (mL) - - - 3 -
Metanol 100 uL - 3mL - -
met: metanol
Renk Koriiest(met) : Metanolde ¢6zlinen numune i¢in renk korii
Renk Koriiest(suy . Suda ¢6ziinen numune i¢in renk korii

3.3.13. HPLC ile Seker Tayinleri

HPLC ile polenlerde fruktoz, glukoz ve sakaroz miktari tayin edildi. Yontemde filtre
edilmis polen ¢o6zeltisinin seker igerigi RI-dedektor ile HPLC’de tayin edildi. Piklerin gelis
zamanlarina gore kalitatif tayin, pik alanlarina gore de kantitatif seker tayini yapildi
(Bogdanov, Baumann, 1998).

Calismada fruktoz, glukoz ve sakkaroz seker standartlari ile calisildi. Oncelikle
cihazin kalibrasyonu icin bu sekerlerin standart c¢ozeltileri hazirlandi. Bunun igin;
fruktozdan 2.000 g, glukozdan 1.500 g, sakkarozdan 0,250 g tartilip hepsi 100 ml’lik
Olciilii balona aktarildi. %25°lik Metanol ile ¢oziillip isaret cizgisine kadar yine % 25°lik
metanol ile tamamlandi. Standart c¢ozeltiden degisik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler

hazirlandi (Tablo 10). Boylece hazirlanmis olan standart ¢ozeltileri 0,45 pum filtreden
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gecirilip viallere alindi. Bu standart ¢ozeltilerin HPLC cihazinda RI- detektoriinde

okutarak gelis zamanlarina gore kalibrasyon grafikleri olusturuldu.

Tablo 10. Fruktoz, glukoz ve sakkaroz standart g¢ozeltisinden

hazirlanan kalibrasyon

cozeltileri
Konsantrasyonlari
Standart seker
cozeltileri Hazirlanist Fruktoz/Glukoz/Sakka
roz
Standart seker 300 uL alip 5 mL’lik balon jojede isaret
cozeltisi 1 cizgisine kadar  %25’lik  metanolle 0,012 /0,009 /0,002
tamamlandi.
Standart seker 600 pL alip 5 mL’lik balon jojede isaret
cozeltisi 2 cizgisine  kadar  %25’lik  metanolle 0,024 /0,018 /0,003
tamamlandi.
Standart seker 1200 pL alip 5 mL’lik balon jojede isaret
¢ozeltisi 3 cizgisine kadar  %25’lik  metanolle 0,048/0,036 /0,006
tamamlandi.
Standart seker 3000 pL alip 5 mL’lik balon jojede isaret
¢ozeltisi 4 cizgisine  kadar  %25’lik  metanolle 0,110/0,074/0,013

Standart seker
¢oOzeltisi 5

tamamlanda.

Standart seker cozeltisinin kendisi direk
kullanild.

0,198/0,148 /0,025

Homojenize edilmis polen numunelerinden alinan 5 g’lik tartimlar 40 mL saf suda

¢oziildiikten sonra 100 mL’lik &l¢iilii balona aktarildi. Uzerine 25 mL metanol ilave edildi.

Saf su ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanip agzi kapatildi. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,45 pum

filtreden gecirilerek viallere alind1 ve sartlanmis olan HPLC sistemine enjekte edildi.

HPLC Sartlart:

Akis hizi: 1.3 mL/min
Kolon sicakligi: 30+1 °c

Enjeksiyon hacmi: 20 uL
Hareketli faz: Asetonitril/su (%80)

3.3.14. RP-HPLC-UV ile Fenolik Bilesiklerin Tayini

Polen numunesi yapisi itibariyla polar ¢oziiclilerde kolaylikla ¢oziiniir. Bu nedenle

RP-HPLC-UV analizlerinde kullanilmak tizere numunelerin stok metanolik ekstraktlari
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hazirlandi. 1,35 g olarak tartilan polen numuneleri 15 mL metanolle muamele edildi, 6 saat
boyunca 60 °C’de, sonikatorde, geri sogutucu altinda, metanol ile 6n ekstraksiyonu yapildi.
Cozelti icerisinde var olan kati partikiiller adi slizge¢ kagidiyla siiziildiikten sonra es
hacimde olacak sekilde santrifiij tiiplerine konuldu ve 4.000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Ust kisimdaki berrak ¢ozelti yeniden Waltman (No:4) siizge¢ kagidiyla
stiziiliip 25 mL’lik bir balon jojeye aktarildi ve son hacim metanolle 25 mL’ye tamamlandi.
Metanolik esktrakt 40 °C rotary evaporatérde ucuruldu. Elde edilen kalinti 10 mL pH’s1
2’ye ayarli HCI ¢ozeltisinde ¢oziilerek dietileter ve etil asetat ekstraksiyonu uygulandi ve
ekstraktlar birlestirilerek organik ¢oziiciiler uguruldu. Kalinti uygun miktarda metanol ile

¢oziilerek RP-HPLC-UV ile analiz edildi.

3.3.14.1. Standartlar ve Kalibrasyon

RP-HPLC-UV analizleri i¢in analitik derecede 17 fenolik standart; gallik asit,
protokatekuik asit (3,4-dihidroksi benzoik asit), katesin, gentisik asit (p-hidroksi benzoik
asit), klorogenik asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit,
benzoik asit, o-kumarik asit, cis, trans-absisik asit, trans-sinnamic asit, rutin, ferulik asit,
kuersetin ve i¢ standart olarak da propilparaben kullanildi.

Tim stok ¢ozeltiler % 100 metanolde 1mg/mL konsantrasyonda hazirlandi. 17
standardin 2,5; 5; 10; 20; 25; 50 ve 100 mg/mL’lik kalibrasyon 6rnekleri stok ¢ozeltilerin
% 30’luk metanolde seyreltilmesiyle hazirlandi. Bitkilerin propil paraben i¢cermemesi ve
sudaki coziinlirliigiiniin yiiksek olusundan dolay1 bu sentetik bilesik i¢ standart olarak
kullanildi. Propil paraben HPLC analizlerinde standart bilesiklere yakin ve en son elue
olmaktadir. Analiz siiresinin uzamasina sebep olmamasi ve analiz siiresi zarfinda elue
olmasi tercih sebeplerindendir. Polen numuneleri propil paraben ihtiva etmemekte ve
biitiin standartlarin piklerinden rahatca ayrilmaktadir. Gallik asit, protokatekuik asit, p-
hidroksi benzoik asit, katesin, vanillik asit, siringik asit, epikatesin, benzoik acit, o-
kumarik asit, cis,trans-absisik asit ve trans-cinnamik asit standartlarinin kalibrasyonu i¢in
280 nm ve klorojenik asit, kaffeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin ve kuersetin
standartlarinin kalibrasyonu i¢in 315 nm dalga boylar1 kullanilda.

I¢ standart olan propil parabenin stok ¢dzeltisinden her bir kalibrasyon ¢ozeltisine

son konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde eklendi. Her bir standardin konsantrasyonuna
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karsi, olusan pik alanlar1 i¢ standardin pik alanina boliinerek olusan oran kullanilarak

kalibrasyon egrileri elde edildi.
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Sekil 12. Calismaya ait 280 ve 315 nm’deki RP-HPLC-UV fenolik standartlar:
1: Gallik asit, 2: Protokatekuik asit, 3: p-hidroksi benzoik asit,
5: Klorojenik asit, 10: p-Kumarik asit, 11: Rutin, 18: Propilparaben

3.3.14.2. RP-HPLC-UYV Kosullari

RP-HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda (280 ve 315 nm) ayn1 anda cevap
almabilen UV dedektor ile donanimli Shimadzu LC-UV sisteminde yapildi. Analizler
Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 ters faz kolonu (150x4.6 mm, 5uL) kullanarak ve

asetonitril, su ve asetik asitle gradient program uygulanarak gergeklestirildi (Villers vd.,
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2004). Enjeksiyon hacmi 50 pL’ye, akis huzi 1 ml.dk “ya ve kolon sicaklig1 kolon firminda

30 °C’ye ayarland (Oztiirk vd., 2007).

Calismada her bir bilesik i¢in dedeksiyon limiti (LOD) pik ytiksekliklerinin standart
sapmalarinin 3 kati olarak ve yiizde bagil standart sapmas1 (%BSS) pik alan1 ve alikonma
zamanlarindan hesaplandi. Kantitatif olarak analitlerin belirlenme limiti (LOQ) ise yine pik

yiiksekliklerinin standart sapmalarinin 9 kati olarak hesaplandi.

Tablo 11. Gelistirilen LC-UV metodunun parametreleri

No RT Standartlar R? %BSS(RT) %BSS(Alan) LOD™ LOQ"
1 297 Gallik asit 0,999 0,320 2,377 0,042 0,126
2 5771 Protokatekuik asit 0,999 0,183 3,842 0,048 0,144
3 10,347 p-hidroksi  benzoik 0,999 0,119 4,966 0,038 0,114
asit
4 12,061 Katesin 0,999 0,115 2,124 0,028 0,085
5 12,97 Klorogenik asit 0,999 0,107 8,732 0,039 0,119
6 14,125 Vanilik asit 0,999 0,094 2,692 0,029 0,088
7 14,618 Kafeik asit 0,999 0,094 1,928 0,037 0,112
8 16,075 Siringik asit 0,999 0,085 2,474 0,046 0,138
9 17,018 Epikatesin 0,999 0,073 5,222 0,036 0,108
10 18,609 p-Kumarik asit 0,999 0,054 0,517 0,104 0,312
11 19,421 Rutin 0,999 0,077 3,709 0,032 0,097
12 19,834 Ferulik asit 0,999 0,745 0,897 0,054 0,162
13 21,625 Benzoik asit 0,999 0,075 1,854 0,033 0,101
14 22,29  o-Kumarik asit 0,999 0,076 1,687 0,036 0,109
15 26,456 cis,trans-Absisik asit 0,999 0,089 2,138 0,024 0,072
16 28,409 Kuersetin 0,999 0,131 3,956 0,027 0,083
17 29,525 trans-Sinnamik asit 0,999 0,114 4,554 0,036 0,109
18 36,911 Propilparaben (IS) 0,026 3,193 0,293 0,880

3.3.15. Palinolojik Calismalar

3.3.15.1. Gliserin-Jelatin Hazirlanmasi

Polenlerin palinolojik (polen tiirlerinin mikroskobik analizleri) degerlendirmesi
Erciyes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Biyoteknoloji 6gretim iiyelerinden sayin Dog. Dr.

Sibel SILICI’nin tecriibelerinden yararlanmak suretiyle kendi laboratuarinda birlikte
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yapildi. Jelatin plaklar1 2-3 saat 1lik distile su icerisinde birakilarak yumusamasi saglandi.
Bir 0l¢li erimis jelatin 1,5 ol¢ii gliserin ile karistirildi, igerisine yeterli miktarda
renklendirme i¢in safranin, % 2-3 oraninda kiiflenmeyi engellemek icin fenol katildi,

karisim 80 °C ye kadar 1sitilip (kaynatilmadan) petri plaklarina dokiildii.

3.3.15.2. Preparat Hazirlanmasi

Polen tuzaklarindan alinan polenlerden tesadiifi olarak 10’ar gramlik 6rnekler
alindi, bu Orneklerden renklerine gore ayirmak suretiyle peletler gruplandirilds,
agirliklarina gore oranlandi ve her bir peletten 4-5 preparat hazirlanarak incelemeye
gecildi.

Polenlerin tanimlari; polen tipi, polen sekli, ambalaj sekli, ekzin kalinlig1, skulptur
gibi ozellikler dikkate alinarak yapildi.

Polenlerin incelenmesi Nikon Eclipse-E400 1s1ik mikroskobu ile yapildi. Polen

tanimlarinda x40 ve x100 immersiyon objektif kullanildi.

3.4. Deneysel Hayvan Calismalari
3.4.1. Deney Gruplar: ve Uygulamalar

Grup | (7 sican): (Serum fizyolojik kontrol grubu) Sicanlara periton igi
(intrepieritonal: i.p.) yolla, karnin sol tarafina, yedi giin boyunca 0.2 mL serum fizyolojik
(SF) verildi (0,8 mL/kg).

Grup 1l (7 sigan): (Zeytin yag1 kontrol grubu) Siganlara i.p. yolla karnin sol tarafina,
yedi giin boyunca 0,8 mL/kg zeytin yagi verildi.

Grup III (7 si¢an): (Etil alkol kontrol grubu) Siganlara i.p. yolla karnin sol tarafina,
yedi giin boyunca 0,8 mL/kg etil alkol verildi.

Grup IV (7 sigan): (CCly Grubu) Karbontetrakloriir (CCly) ve zeytin yagi birebir
oraninda (1:1) karstirilarak, 0,8 mL/kg dozunda karnin sag tarafina verildi (Handa ve
Sharma, 1990).
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Grup V (7 sigan): (Silibinin grubu) Karbontetrakloriir (CCly) ve zeytin yagi birebir
oraninda (1:1) karistirilarak, 0.8 mL/kg dozunda karnin sag tarafina verildi. Arkasindan etil
alkolde hazirlanmis silibininden 50 mg/kg dozunda karnin sol tarafina verildi (Horvath vd.,
2001).

Grup VI (7 si¢an): (Polen 200 mg/kg grubu) Karbontetrakloriir (CCly) ve zeytin yagi
birebir oraninda (1:1) karistirilarak, 0.8 mL/kg dozunda karnin sag tarafina verildi.

Arkasindan gavaj yoluyla 200 mg/kg dozunda suda ¢odziinmiis polen siganlara verildi.

Grup VII (7 sigan): (Polen 400 mg/kg grubu) Karbontetrakloriir (CCly) ve zeytin yagi
birebir oraninda (1:1) karistirilarak, 0.8 mbL/kg dozunda karnin sag tarafina verildi.

Arkasindan gavaj yoluyla 400 mg/kg dozunda suda ¢oziinmiis polen siganlara verildi.

3.4.2. Viicut Agirhg Takibi

Sicanlar sekiz giin boyunca + 0,1 hassasiyetteelektronik tart1 ile her giin ayni
saatlerde giinliik olarak tartildi. Sicanlardaki agirlik degisimleri, ¢alismanin ilk giinii tespit
edilen baglangic degerlerine gore, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Agirlik degisim orani = 100 x (Agirlikg - Agirlik,) / (Agirlik,)

Agirlikg: Sekizinci giindeki agirlik 6l¢timii (Q)

Agirlik;: Birinci giin 6l¢iilen agirlik (g)

3.4.3. Dekapitasyon, Materyallerin Almmasi ve On islemler

Son uygulamadan 24 saat sonra (8. giin) tiim gruptaki sicanlar dekapitasyon yapilarak
feda edildi. Giyotinle dekapite edilir edilmez cam huni kullanilarak kanlar % 3,2’lik
sodyum sitrat iceren tiiplere akitilarak kan Ornekleri alindi. Zaman kaybedilmeden
karistirilarak antikoagiilan madde ile kanin karigmas1 saglandi.

Sicanlarin karacigerleri ¢ikarildi. Karaciger biyokimyasal ¢alismalar i¢in kullanilacak
olup, karaciger pargalart soguk % 1,15’lik KCI ile yikand1 ve % 1,15’lik KCI igerisinde
muhafazaya alindi. Daha sonra buzlu bir su banyosu i¢inde homojenizatorde (17500

L/dak.) homojenize edildi. Santrifiij tiiplerine alinan homojenat, sogutmali santrifiijde 4000
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rpm’de 15 dak. santrifiij edildi. Siipernatant kisimlar1 eppendorflara alindi ve -80 °C’daki
dondurucuda saklandi.

Kanlar 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip plazmalar1 pastor pipeti ile
eppendorflara alindi. Elde edilen plazmalar -80°C’daki dondurucuda saklandi.

Plazma eldesinde dipteki ¢okelti iizerine esit miktarda serum fizyolojik eklendi,
karistirildi ve 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ust kisim atildi. Bu islem 3 kez
yinelendi. Dipteki ¢okelti iizerine 1,5 kat1 kadar soguk saf su eklendi, karistirildi ve bu
sekilde eritrosit paketleri elde edildi.

3.4.4. Biyokimyasal incelemeler

Karaciger silipernatantlarinin MDA seviyelerine ve SOD aktivitelerine bakildi. Ayrica
kan orneklerinden elde edilen plazmalarda rutin biyokimyasal parametrelerden AST, ALT
parametreleri otoanalizérde, alinan ticari kitlerle biyokimya laboratuarinda calisildi. Yine
plazmalarda MDA seviyeleri ve SOD aktiviteleri tespit edildi. Eritrosit MDA seviyeleri ve
SOD aktiviteleri ile Rediikte Glutatyon (GSH) aktivitesi incelendi. Eritrositlerde

hemoglobin seviyeleri tespit edildi ve sonuglar g hemoglobin iizerinden sunuldu.

3.4.4.1. Lipit Peroksidasyon Seviyesinin Olciilmesi

Lipit peroksidasyonun yikim iriinlerinden olan MDA ’nin, tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli kompleksin 532 nm dalga boyunda
verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak Slgiilmesi prensibine dayanir. Iki mol TBA
asidik ortamda ve 85-100 °C sicaklikta bir mol MDA ile birleserek mor renkli TBA-MDA
kompleksini olusturur (Ohkawa, 1979).

3.4.4.1.1. Karaciger Lipit Peroksidasyon Seviyesinin Ol¢iilmesi

Karaciger homojenatlarinda MDA seviyeleri Mihara ve Uchiyama’nin (1978)
spektrofotometrik metoduna gore yapildi. Daha énce hazirlanan ve -80 °C’da bekletilen
homojenatlar -20°C’lik dolaba alindi. Bu ara bekleme bdlmesinden sonra gikarilarak
¢ozdiiriildii ve bekletilmeden isleme gecildi. 0,5 mL homojenat alindi. Uzerine 3 mL

%1°lik H3PO,4 eklenerek karistirildi. Daha sonra 1 mL % 0,67°1ik tiyobarbiitirik asit (TBA)
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eklendi ve karisgim 45 dakika kaynayan su banyosunda tutuldu. Karisim oda sicakliginda
4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve 532 nm’de absorbansi okundu.

Standartlarin hazirlanmasinda 1,1,3,3-Tetrametoksipropan kullanildi. 10; 5; 2,5; 1,25;
0,625 nmol/mL’lik standartlardan ve korden (saf su) 0.5 mL alinip tizerlerine H3PO, ve
TBA eklendi, su banyosunda 45 dakika bekletilip 532 nm de absorbansi mikro plate
okuyucuda okundu. Sonuglar nmol MDA/mL homojenat olarak ifade edildi.

3.4.4.1.2. Plazmada Lipit Peroksidasyon Seviyesinin Ol¢iilmesi

Daha once elde edilmis ve -80 °C’da bekletilen plazmalar -20 °C’lik dolaba alindi.
Bu ara bekleme bolmesinden sonra ¢ikarilarak ¢ozdiiriildii ve bekletilmeden isleme (Yagi,

1994) gegildi.

Tablo 12. Plazmada lipit peroksidasyon seviyesinin dl¢iilmesi i¢in yapilan pipetleme

islemleri
Reaktifler Numune (mL)
Plazma 0.15
0,084 N H,SO4 1.2
% 10’luk Fosfotungstik asit 0.15

Hafif vortekslenerek 5 dakika beklendi. 1500 g (4600 rpm)’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust faz atildi. Céken kisim 2’ser mL deiyonize su ilavesiyle vortekslenerek tekrar
¢oziildi. Her bir numunenin {izerine 0.5 mL TBA reaktifi eklendi ve kaynayan suda 1 saat
beklendi. Cikarilip 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve 532 nm’de absorbanslari
okundu.

Standartlarin hazirlanmasi1 da benzer sekilde yapildi. Ancak pipetlemelerde 2 mL
standart i¢in 0.5 mL TBA eklenerek su banyosuna atildi. Sonuglar nmol MDA/mL plazma

olarak ifade edildi. Bu metot serumda da ayni sekilde uygulanabilirdir.
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3.4.4.1.3. Eritrosit Paketlerinde Lipit Peroksidasyon Seviyesinin Ol¢iilmesi

Daha once elde edilmis ve -80 °C’da bekletilen eritrosit paketleri -20 °C’lik dolaba
alindi. Bu ara bekleme bolmesinden sonra ¢ikarilarak ¢ozdiiriildii ve bekletilmeden isleme
gecildi.

50 uL eritrosit paketi {izerine 450 pL azitli PBS ilave edildi. Elde edilen 500 pL’lik
karisim 37 °C’da 10 dakika karistirildi. Uzerine 250 uL PBS ilave edildi. 2 saat siireyle 37
°C’da inkiibe edildi. Elde edilen bu 750 pL’lik karisimdan 150 pL alinir iizerine 100 pL
TCA ilave edildi. Bu karisim 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatanttan 150 puL baska bir eppendorfa alinip tlizerine 50 uL TCAve 50 uLL TBA
eklendi. Bu 250 pL’lik karigim 15 dakika kaynamakta olan suda bekletildi. Soguyunca 532
nm ve 600 nm’de mikro plate okuyucuda absorbanslari okundu.

MDA standartlarindan ayr1 bir eppendorfa 150 pL alinip ayni islem silipernatant

asamasindan sonra gergeklestirildi.

3.4.4.2. Karaciger Homojenatlarinda, Plazmalarda ve Eritrosit Paketlerinde
Siiperoksit Dismiitaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Ksantin oksidaz enziminin ksantini metabolize etmesi esnasinda ortaya ¢ikan Oy~
radikalinin NBT’yi rediiksiyonu sonucunda olusan mavi rengin siddetinin oOl¢iilmesi

esasina dayanmaktadir (Durak vd., 1996).

Ksantin oksidaz
Ksantin

0,”

v

O, + NBT

v

Renkli bilesik

Numunelerde SOD aktivite tayinlerinde Sun vd.” nin (1998) metodu kullanildi. SOD
aktivite tayinleri i¢in Oncelikle taze olarak bir reaksiyon karisiminin hazirlanmasi
gerekmektedir. Bu karisim hazirlanirken toplam c¢ozeltideki derisimlerin 0.6 mmol/L
EDTA, 400 mmol/L Na,COz; Ksantin 0.3 mmol/L, 1 g/L BSA (Bovine Serum
Albumin:sigir serum albiimin) ve ¢alismanin hemen Oncesinde ilave edilmesi gereken 150
umol/L NBT (nitroblue tetrazolium) gereklidir. 80 tiip i¢in 200 mL reaksiyon karigimi
yeterli olmaktadir. Bu konsantrasyonlar i¢in bir behere 196 mL saf su alindi, iizerine

sirasiyla 0,00867 g EDTA, 1,02 g Na,COs, 0,003646 g Ksantin, 0,012 g BSA eklendi ve
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karistirtldi. 0,08176 g NBT uygulama asamasimin hemen Oncesinde ilave edilerek
reaksiyon karisimi hazir hale getirildi.

Ksantine oksidaz enziminin bu ¢alismada 167 Unite/L’lik bir konsantrayonda, buzlu
(NH3),SO, igerisinde taze olarak hazirlanmasi gereklidir. Stok Ksanthine oksidaz
enzimimiz:

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 (NH3),SO4
ile tamamland.

Calismada fosfat tamponu ile (veya saf suyla) SOD standartlan 20, 10, 8, 6, 4, 2,1, 0
(kor) U/L olacak sekilde hazirlandi.

Daha 6nce elde edilmis ve -80 °C’da bekletilen numuneler -20 °C’lik dolaba alind.
Bu ara bekleme bolmesinden sonra ¢ikarilarak ¢ozdiiriildii ve bekletilmeden isleme gegildi.

Her bir numune i¢in kor calisildi. Numune tiiplerine 6l¢lim reaktifi, numune ve
ksantin oksidaz enzimi; kor tiiplerine ise 6l¢lim reaktifi ve ksantin oksidaz enzimi konuldu.
Tipler 25°C’da 20 dakika inkiibe edildi. Inkl'ibasyondan sonra kor tiiplerine 1 mL CuCly;
numune tiiplerine 1 mL CuCl; ve 500 pL numune, standartlara ise 500 uL standart ve 1
mL CuCl; eklendi. Iyice karistirildiktan sonra her bir tiipiin absorbans1 560 nm’de distile
suya kars1 okutuldu. SOD enziminin yontemi ayrintili olarak asagida verildi.

100 puL numune (eritrosit paketi, karaciger homojenat1 veya plazma) tizerine 900 pL
saf su eklendi ve vortekslendi. Bu karisimdan ayri bir tiipe 600 uL alindi, iizerine 480 pL
kloroform:etanol (3:5) karisimindan eklendi. Olusan yeni karisim 15.000 g’de 1 saat
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatanttan 500 puL alindi ve {izerine
NBT’si yeni eklenmis reaksiyon karisimindan 2,5 mL eklendi. Karistirilan tiipler 25 °C’da
inkiibatore yerlestirildi ve beklenmeden her tiipe 50 pL Ksantin oksidaz eklendi, 20 dakika
bu sicaklikta inkiibasyona terk edildi. 20. dakikadan sonra tiiplere 1’er mL CuCl, eklendi,

karistirild1 ve absorbanslar1 mikro plate okuyucuda okundu.

3.4.4.3. Rediikte Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Belirlenmesi

Eritrosit rediikte glutatyon seviyeleri Garcia vd., (2008)’ye gére HPLC kullanilarak
yapildi. 100 pL hemozilat 40 pL 0,3 mM EDTA ¢ozeltisi iizerine eklendi. 100 pL % 20’lik
(w/v) Triton X-100 ile 1 dakika vorteksle karistirildi. Proteinlerin tiirevlendirilmesi i¢in
10 mL %15°lik (w/v) trikloroasetik asit eklendi ve 18.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
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Tiirevlendirme 130 pL siipernatant, 500 uL 0,5 M Tris—HCI buffer (pH 8.9) ve 350 uL
5 mM DTNB (0.5 M K;HPO, pH 8,0 iginde) kullanilarak gergeklestirildi. 5 dakika buz
banyosunda tutulduktan sonra ¢6zelti 100 uL. 7,0 M H3POy ile asitlendirildi ve 3000 g’de
10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra tiirevlendirilen 6rnek 0,22 um membrandan filtre
edildi ve her filtrattan 20 pL HPLC kolonuna (ZORBAX Eclipse XDB-C18; 4,6x150
mm;5 p, Agilent Technologies) enjekte edildi. Mobil faz phase 25 mM KH,PO4 (pH 3,8)
ve Mmetanolden olusturuldu. Tutunma zamami ve pik alanlarina gére GSH seviyeleri

belirlendi ve sonuglar umol/g Hb olarak ifade edildi.

3.5. istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
for Windows® istatistik paket programi ve Microsoft® Excel (for windows XP) kullanildi.
Veriler tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile test edildi. 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 kullamldi. iki bagimsiz grup arasinda iliski olup olmadig
Pearson korelasyon testine gore ve 6nemlilik testleri p<0.05 seviyesinde incelendi. Ayrica
diskriminant analizi de SPSS programinda Fisher’s Lineer Discriminant fonksiyonu

kullanilarak yapildi.



4. BULGULAR
4.1. Kestane Poleninin Ozellikleri

Polenlerin igerikleri toplandiklar1 bitkiden bitkiye, iklim sartlarina, havadaki nispi
nem miktarina, tuzaklandiklari kovanin bulundugu yere, topraga yakinligina, mevsimine,

toplanan polenlerin saklandiklari yere gore farklilik géstermektedir.

4.1.1. Su igerikleri (%)

Kovanlardaki polen tuzaklarindan aricilar tarafindan alinan polenler giines altinda bir
miiddet bekletilerek alindigi i¢in polenlerin sahip oldugu su igerikleri birbirinden farklilik
gostermektedir. Su igerigi tayini yapilirken literatiirdeki benzer yontemlerden
faydalanilmis olup, numuneler yaklasik 44-48 saatte 45°C’daki etiivde sabit agirliga
getirildi % su igerikleri tespit edildi.

Numunelere ait su igerikleri yas agirlik esasina gére Tablo 13’de verildi.

4.1.2. Kiil Miktarlarn (%)

Numuneler kiil miktar1 tayinleri yapilirken Oncesinde etil alkol ile yas yakma
islemine tabi tutuldu ve sonrasinda asil yakmaya gegildi. Orneklerin % kiil miktarlar1 kuru

maddede % kiil miktar1 olarak asagidaki formiile gore hesaplandi ve Tablo 13’de verildi.

100. (b-a) 100

% Kiil (Kuru Maddede) = .
O 100- S

a: Yakma kab1 darasi (g)
b: Kiil+Dara (g)
O: Ornek miktar1 (g)

S: Ornegin su miktar1 (%)
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4.1.3. Protein Miktarlar: (%)

Yar1 otomatik makro Kjeldahl yakma tinitesinde yapilan azot miktar tespiti ardindan

polenlerin hesaplanarak bulunan protein miktarlar1 kuru maddeleri iizerinden yeniden

hesaplandi ve Tablo 13’ de verildi.

Tablo 13. Kestane polenlerinin su igerikleri, kiil miktarlar1 ve protein igerikleri (%)

Numune Ady Su (ié;/:)rigi Kiil (Ol\;loi)ktarl Proteigygﬁktarl
Eregli Kestane Poleni (ZP1) 14,03 £ 0,42 2,23 +0,21% 23,67 + 2,08°
Zonguldak Kestane Poleni (ZP2) 15,70 £ 0,35° 2,43 +0.21* 20,67 + 1,53
Giresun Kestane Poleni (GP) 17,47 +0,47° 2,93+0,06°  17,67+1,53°
Trabzon Kestane Poleni (TP) 16,87 +0,99° 3,03 = 0,15° 18,00 +1,73%

*x

Her bir deger, li¢ tekerriirden elde edilen sonuglarin ortalamasini ve + standart sapmasini gostermektedir. Kiigiik harfle gosterilen
indisler 6rnek farkliliginin polen 6zelligi tizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nem derecesini gostermektedir(p<0,05).

4.1.4. pH Degerleri

Polen orneklerinin pH 6l¢iimleri suyla hazirlanmis siispansiyon igerisinde yapildi ve

sonuclar1 Tablo 14’de verildi.

4.1.5. Nisasta Miktarlar (%0)

Ewers metoduna goére yapilan on islemlerin ardindan polarimetre kullanilarak

numunelere ait ¢evirme agilart belirlendi ve formiil yardimiyla nisasta miktarlari bulundu.

Kuru madde tlizerinden hesaplanarak % olarak Tablo 14’de ifade edildi.
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4.1.6. Pektin Miktarlar: (%)

H,SO, ile numunelerden elde edilen pektin ekstresi etil alkol eklenerek ¢oktiirtildii,
buchner hunisinden siiziildii ve verim kuru madde {iizerinden hesaplanarak bulundu.
Numunelere ait pektin icerikleri Tablo 14°de verildi.

4.1.7. Ham Yag Miktarlari (%)

Kestane poleni oOrneklerinin eter ekstrakt fraksiyonlart Sokshalet yontemi ile

belirlendi ve kuru madde tizerinden Tablo 14’de ifade edildi.

Tablo 14. Kestane polenlerinin pH degeri, nisasta, pektin ve ham yag miktarlar1 (%)

Nisasta Pektin Miktarlar1 Ham Yag Miktarlar1
Numune Ad1 pH .
Miktarlari (%) (%) (%)
ZP1 6,43 +1,31° 6,83 +£0,29° 8,57 +1,01° 5,87 +2,39°
ZP2 6,13 +1,01° 6,67 = 1,15 8,80 = 0,72 5,40 + 3,05
GP 520 +£0,26°  7,33+1,53 10,77 + 1,50 5,53 + 2,84
TP 4,83 +0,68° 7,67 = 0,58 9,70 + 1,15 6,07 + 2,55

x
Her bir deger, ii¢ tekerriirden elde edilen sonuglarin ortalamasini ve + standart sapmasini gostermektedir. Kiigiik harfle gosterilen
indisler 6rnek farkliliginin polen 6zelligi tizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nem derecesini gostermektedir(p<0,05).

4.1.8. Toplam Fenolik Madde Miktarlar:

Toplam fenolik madde miktar1 (polifenol) tayininde spektrofotometrik yontemden
faydalanildi ve referans fenolik madde olarak gallik asit standardi kullanildi. Polen
orneklerinin hazirlanan metanolik ekstraktlarinda spektrofotometrenin okuma sinirlar
icerisinde kalacak sekilde seyreltme islemleri yapildiktan sonra toplam fenolik madde
miktarlar1 gallik asit standardina gore tayin edildi. Konsantrasyon tayini igin ilk Once

degisik konsantrasyonlarda hazirlanan (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 ve 0,015625
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mg/mL) standart gallik asit ¢ozeltileri ile Boliim 3.3.8'de anlatilan metoda gore toplam
fenolik madde miktarlar1 tayin edildi. Elde edilen 760 nm'deki absorbans degerleri y-
ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde gosterilerek bir standart calisma
grafigi hazirlandi (Sekil 14). Elde edilen standart c¢alisma grafiginde absorbans
konsantrasyonla dogru orantili olup, R?(0,9958) degeri olduk¢a iyi bulundu. Hazirlanan
standart ¢aligma grafigi kullanilarak 1 g polenin icerdigi polifenol miktar1 (Tablo 15), 760
nm'de Olgiilen absorbans degerleri kullanilarak mg GAE (Gallik asit esdegeri)/ g polen
olarak belirlendi. Daha sonra elde edilen degerler, literatiirle kiyaslamanin yapilabilmesi

icin kuru madde tizerinden hesaplanarak Tablo 15°de verildi.

1,2000
y=2,001x +0,0234
1,0000 R*=09358 ¢

E 0,8000

o

o

S

(%]

2 06000 S

2

2

e

<

0,4000 //
0,2000 /

0,0000 T T T T T 1
0 0,1 0,5 0,6

Kor%a%ntrasyc?ﬁmgGAE]%l)

Sekil 14. Gallik asit standardi kullanilarak hazirlanan standart ¢aligma grafigi
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Tablo 15. Kestane polenlerinin toplam fenolik madde miktarlart (TFMM)

Numune Adt e ek erinden) (s Madde ipenindon)
ZP1 24,82 + 2,14° 28,87+2,48"

ZP2 21,68 + 1,46° 25,72+1,73°

GP 11,29 + 0,34° 13,68+0,41%

TP 17,19 + 0,97 20,67+1,17°

x
Her bir deger, li¢ tekerriirden elde edilen sonuglarin ortalamasini ve + standart sapmasini gostermektedir. Kiigiik harfle gosterilen
indisler 6rnek farklihiginin polen 6zelligi tizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nem derecesini gostermektedir(p<0,05).

4.1.9. Toplam Flavonol Miktarlar:

Flavonollerin miktar tayininde spektrofotometrik yontem kullanildi ve referans
flavonol madde olarak Kuarsetin standardi kullanildi. Polen &rneklerinin hazirlanan
metanolik ekstraktlarinda spektrofotometrenin okuma siirlar1 igerisinde kalacak sekilde
seyreltme islemleri yapildiktan sonra toplam flavonol miktarlar1 Kuarsetin standardina
gore tayin edildi. Konsantrasyon tayini i¢in ilk 6nce degisik konsantrasyonlarda hazirlanan
(0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625 mg/mL) standart Kuarsetin ¢ozeltileri ile Boliim
3.3.9'da anlatilan metoda gore flavonol miktarlari tayin edildi. Elde edilen 415 nm'deki
absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde gosterilerek
bir standart ¢alisma grafigi hazirlandi (Sekil 15). Elde edilen standart ¢aligma grafiginde
absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup R?(0,9984) degeri oldukca iyi bulundu.
Hazirlanan standart ¢alisma grafigi kullanilarak 1 g polenin igerdigi flavonol miktari
(Tablo 16), 415 nm'de olgiilen absorbans degerleri kullanilarak mg Kuersetin esdegeri / ¢
polen olarak belirlendi. Daha sonra elde edilen degerler literatiirle kiyaslamanin

yapilabilmesi i¢in kuru madde tizerinden hesaplanarak Tablo 16°de verildi.
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3,0000
=11,044x - 0,1481
2,5000 e s
R? = 0,9984
2,0000

Absorbans (415 nm)

1,5000 /
1,0000 /
0,5000 /

0,0000 T T T T T 1
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Konsantrasyon (mgQuersetin/ml)

Sekil 15. Kuersetin standardi kullanilarak hazirlanan standart ¢caligsma grafigi.

Tablo 16. Polenlerin toplam flavonol miktarlari

Toplam flavonol miktar1 Toplam flavonol miktar1
Numune Adi (mg Kuersetin/ g polen) (mg Kuersetin/ g kuru polen)
ZP1 6,93+ 0,71° 8,07+0,83°
ZP2 8,13+ 0,78° 9,64+0,93
GP 7,82+ 0,47° 9,48+0,57°
TP 7,80+ 0,83% 9,38+1,0°

E3
Her bir deger, ii¢ tekerriirden elde edilen sonuglarin ortalamasini ve + standart sapmasini gostermektedir. Kiigilk harfle gosterilen
indisler 6rnek farkliliginin polen 6zelligi tizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nem derecesini gostermektedir (p<0,05).

4.1.10. Toplam Antosiyanin Miktarlar

Antosiyaninler bircok meyve, sebze ve c¢igeklerin kendine has kirmizi, sari, mor,
pembe, viole, mavi renklerinden sorumlu suda ¢oziiniir bilesikler oldugu i¢in numunelerin

seyreltilmeleri de su kullanilarak yapildi. Ancak, dokudaki antosiyaninlerin dokudan ekstre
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edilmesi i¢in %1°lik HCI ile asitlendirilmis etil alkol ile ekstraksiyonu yapildi (Giusti ve
Wrolstad, 2001). Ekstraksiyonda renk maddelerinin ekstraksiyon verimini artirmak igin
siire uzatildi ve bu islem -18°C°da yapildi.

Ekstraktin igerisindeki basat antosiyaninin hangi dalga boyunda maksimum
absorbans verdigini belirlemek i¢in pH 1,0’deki seyreltisinin UV-Vis spektrofotometrede
250-600 nm arasindaki spektrumu tespit edildi ve 520-530 nm dalga boyu aralifinda
maksimum absorbans (Avis-max) Verdigi goriildii.

Ancak, burada asil sorun 6rnegin seyreltme derecesinin saptanmasidir. Calismada
numuneler 6n seyreltmeye tabi tutuldu. Bu amagla 6rnekler pH 1,0’deki KCI1 tampon
¢ozeltisinde Oyle seyreltildi ki; Avis-max dalga boyundaki absorbans degerlerinin 0,4 — 0,6
arasinda kalmasi saglandi. Bu yolla seyreltme faktorleri her bir 6rnek icin dikkatlice
hesaplanda.

pH 1,0 ve pH 4,5’da hazirlanmis ¢ozeltilerdeki drneklerin bu bekleme sonucunda 520
ve 700 nm dalga boylarinda, suya karsi saptanan absorbans degerleri olgiildi ve
esitliklerden faydalanmak suretiyle toplam monomerik antosiyanin igerigi hesaplandi. 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) cinsinden hesaplanarak Tablo 17°de hem yas agirlik tizerinden, hem

de kuru agirlik {izerinden verildi

Tablo 17. Kestane polenlerinin toplam monomerik antosiyanin miktarlari

Toplam Monomerik Antosiyanin miktart (mg/kg)

Numune Adi mg Cyn-3-glu /kg yas polen mg Cyn-3-glu /kg kuru polen

ZP1 79,70 + 21,68" 92,71+25,21°
ZP2 53,25 + 15,75% 63,16+18,63 ®
GP 44,83 +12,83° 54,32+15,53 2
TP 57,64 + 12,05 69,33+14,50

EJ

Her bir deger, ii¢ tekerriirden elde edilen sonuglarin ortalamasini ve + standart sapmasini gostermektedir. Kiigiik harfle gosterilen
indisler 6rnek farkliliginin polen 6zelligi tizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nem derecesini gostermektedir (p<0,05).
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4.1.11. Toplam Karotenoid Miktarlar

Kestane polenlerinin yapisi incelendiginde agik sari, sari, degisik tonlarda turuncu,
acik yesil, acik kahverengi gibi renk karisimi igerdigi anlasilmaktadir. Numunelerdeki
toplam karotenoid miktarlar1 bolim 3.3.10°da anlatildigi sekilde yapildi ve Kkestane
polenlerinin kuru madde tizerinden igerdikleri karoten miktarlar1 B-karoten cinsinden
mg/100 g kuru polen olarak hesaplanarak ve Tablo 18’da verildi.

Tablo 18. Kestane polenlerinin toplam karotenoid miktarlari

Toplam Karotenoid Miktari

Numune Adi mg p-karoten/100 g kuru pollen

ZP1 29 +9°
ZP2 21+5°
GP 1745
TP 20+8?

x
Her bir deger, li¢ tekerriirden elde edilen sonuglarin ortalamasini ve + standart sapmasini gostermektedir. .Kiigiik harfle gosterilen
indisler 6rnek farkliliginin polen 6zelligi lizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nem derecesini gostermektedir (p<0.05).

4.1.12. FRAP Antioksidan Kapasite

Kalibrasyon amaciyla hazirlanan Troloks®un degisik konsantrasyonlaridaki
¢ozeltilerden faydalamlarak 3 mL FRAP reaktifi ile 100 pL Troloks® ¢ozeltisi karistirildi.
0. dakikada ve 4 dakika sonra 593 nm’de absorbans okundu. Her bir konsantrasyona
karsilik ayni islemler yapilmak suretiyle absorbans degerleri elde edildi. Konsantrasyona

karsilik gelen absorbans degeri grafige gegirildi (Sekil 16).



82

Troloks Abs & Konsantrasyon
1,4
y=0,0012x+0,0178

1.2 7 R2= 0,998
7] 11
=
< 0,3
£
& 06
[=2]
Ly 054 i

0,2 -

D T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
Troloks Konsantrasyonu (M)

Sekil 16: Troloks® konsantrasyonlarina karsilik absorbans grafigi

Devaminda 3 mL FRAP reaktifi ile 100 pL numune karistirildi. 0. dakikada ve 4
dakika sonra 593 nm’de absorbanslari okundu. 0. ve 4. dakikadaki absorbans farklar
almarak elde edilen son absorbansa karsilik gelen Troloks® konsantrasyonundan yola
cikarak, seyreltme faktorleri de dikkate alinarak numunelerin antioksidan kapasitesi mM
Troloks® esdegeri /g yas polen ve mM Troloks® esdegeri /g kuru polen olarak antioksidan
giic (TEAC) ifade edildi.

Tablo 19. Kestane polenlerinin TEAC degerleri

(TEAC) (TEAC)

Numune Ads mM Trolox esdegeri / g yas polen mM Trolox esdegeri / g kuru polen

ZP1 70,76 + 2,07° 82,31 +2,41°
ZP2 61,04 + 3,25° 72.41 + 3,86°
GP 56,16 + 4,15° 68,04 + 5,03%
TP 59,45 + 2,51% 71,51 + 3,022

EJ

Her bir deger, ii¢ tekerriirden elde edilen sonuglarin ortalamasini ve + standart sapmasimi gostermektedir. Kiigiik harfle gosterilen
indisler 6rnek farkliliginin polen 6zelligi tizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nem derecesini gostermektedir (p<0,05).
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4.1.13. Seker Miktarlari

Seker tayinleri i¢cin metanol ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan fruktoz, glukoz
ve sakkaroz seker standartlari 0,45 pum filtreden gecirilip viallere alindi. Bu standart
cozeltilerin HPLC cihazinda RI- detektoriinde okutarak gelis zamanlarina gore kalibrasyon

grafikleri olusturuldu.
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Sekil 17. Polenlerin HPLC kromatogrami

Kalibre edilen kromatografi cihazina gerekli 6n islemler uygulanmis polenler enjekte
edildikten sonra kromatogramlari takip edildi. incelenen tiim polen drneklerimizde glukoz
ve fruktoza degisen oranlarda rastlanmasina ragmen, indirgen olmayan sakkaroza analiz
limitleri igerisinde rastlanmadi. Analizin dogrulugunu saptamak i¢in numuneler asidik
ortamda da hidroliz edildi, ancak dedeksiyon limitleri i¢erisinde sakkaroza rastlanmadi.

Numunelerde tespit edilen glukoz ve fruktoz miktarlar1 Tablo 20°de verildi.
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Tablo 20. Polenlerin glukoz ve fruktoz igerikleri (kuru maddede %)

Glukoz Fruktoz
ZP1 27,93 + 1,41° 41,74 + 2,36%
ZP2 25,35 + 1,15° 37,72 + 2,19°
GP 30,95 + 3,02° 45,36 + 4,29
TP 37,35+ 1,02° 54,21 + 1,92°

x*
Her bir deger, li¢ tekerriirden elde edilen sonuglarin ortalamasini ve + standart sapmasini gostermektedir. Kiigiik harfle gosterilen
indisler 6rnek farkliliginin polen 6zelligi tizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nem derecesini gostermektedir (p<0,05).

4.1.14. Fenolik Bilesikler

RP-HPLC-UV kullanilarak metanolik polen ekstraktlarinda yapilan fenolik bilesik
tayinlerinde 17 fenolik standart (gallik asit, protokatekuik asit (3,4-dihidroksi benzoik asit),
katesin, gentisik asit (p-hidroksi benzoik asit), klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit,
siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit, benzoik asit, o-kumarik asit, cis,trans-absisik asit,
trans-sinnamic asit, rutin, ferulik asit, kuersetin) ve i¢ standart olarak da propilparaben
kullanildi, 280 ve 315 nm’deki fenolik standart pikleri ile optimizasyon saglandi. Fenolik
asitlerin taninmasi1 ve miktarinin belirlenmesi i¢in UV spektrumlar1 ve alikonma zamanlari
standartlarla karsilastirildi. Calisilan ZP1 polenlerinde fenolik asit dagilimi Tablo 21’de
verildi. Fenolik asitlerden gallik asit, protokuik asit, p-hidroksibenzoik asit, klorojenik asit
ve p-kumarik asit polen orneklerinde belirli miktarlarda tespit edilirken diger ¢alisilan

fenolik asitler dedeksiyon limitlerinin (LOD) altinda bulundu.
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Tablo 21. ZP1 Polenlerindeki fenolik asit dagilimlart

Pik No Standartlar Sonug (ug/g yas polen)
1 Gallik Asit 19,42
2 Protokatekuik asit 16,96
3 p-OH Benzoik asit 28,58
4 Katesin <LOD
5 Klorojenik asit 68,73
6 Vanilik asit <LOD
7 Kaffeik asit <LOD
8 Siringik asit <LOD
9 Epikatesin <LOD
10 p-Kumarik asit 27,10
11 Rutin <LOD
12 Ferulik asit <LOD
13 Benzoik asit <LOD
14 o-Kumarik asit <LOD
15 Absisik asit <LOD
16 Kuersetin <LOD
17 t-Sinnamik asit <LOD
18 Propilparaben IS

4.1.15. Palinolojik Degerlendirmeler

Bitkilerin iireme organlar1 olan spor ve polenlerin incelendigi palinolojik
caligmalarimizda Orneklerimizin polen teshisleri yapildi ve polenlerimizin hangi
bitkilerden gelen polenleri igerdigi tespit edildi.

Yapilan polen analizi neticesinde 9 familyaya ait polenlerin baskin oldugu goriildii.
Bu familyalardan dordii tiir diizeyinde teshis edilirken (Castanea sativa, Rhamnus
cathartica, Zea mays, Myrtus communis) digerleri cins diizeyinde (Medicago spp.,
Trifolium spp., Aster spp., Cirsium spp., Carduus spp., Apium spp., Dianthus spp., Malus
spp., ) teshis edildi. Bu tespit edilen tiir ve cinsler igerisinde Castanea sativa (kestane)’nin

polenler igerisinde baskin oldugu tespit edildi.

Fabaceae: Medicago spp., Trifolium spp.:Yonca, Uggiil

Fagaceae: Castanea sativa: Kestane

Asteraceae: Aster spp., Cirsium spp., Carduus spp.: Yildizpati, Devedikeni,
Esekdikeni.



86

Apiaceae: Apium spp.: Kereviz
Caryophyllaceae: Dianthus spp.: Karanfil
Poaceae: Zea mays: Misir

Rosaceae: Malus spp., EIma

Myrtaceae: Myrtus communis:Yaban mersini
Rhamnaceae: Rhamnus cathartica: Akdiken

Tespit edilen polen goriintiilerinden kestane poleni resimleri Resim 6 ve 7’de
sunuldu.

Sekil 18. Castanea sativa polenlerinin goriintiisii

Sekil 19. Castanea sativa poleninin goriintiisii
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4.2. Siganlara Ait Sonuglar

4.2.1. Viicut Agirhg Takibi

Sicanlarin agirlik takipleri sekiz glin boyunca yapildi ve 8. glin sonundaki agirliklar
ve ilk gilinkii agirliklari baz alinarak agirlik degisimleri hesaplandi (Tablo 22).

Agirlik degisim oran1 = 100 x (Agirlikg - Agirlik,) / (agirlik,)

Agirlik g: 8. giindeki agirlik 6l¢limii (g)
Agirlik 1 Birinci giin 6l¢iilen agirlik (g)

Tablo 22. Siganlarin agirlik degisimleri

Grup Grup Adi Grup Agirlik Ortalamasi (g) Agirlik Degisim
No 1.Giin 8.Giin Orani (%)

1 Serum Fizyolojik (SF) 313,4 315,7 +0,7 (1,07)°
2 Zeytin Yag1 (ZY) 307,9 310,1 +0,7 (1,07)°
3 Etil alkol (EA) 306,4 289,8 - 5,4 (0,946)°
4 CCl, 308,7 279,3 - 9,5 (0,905)*
5 Silibinin (Sil) 3111 285,7 - 8,2 (0,918)°
6 Polen 200 mg/kg (P2) 304,3 290 - 6,7 (0,933)°
7 Polen 400 mg/kg (P4) 305,3 300,4 -1,6 (0,984)®

4.2.2. Biyokimyasal Bulgular

Plazmalarda AST ve ALT degerleri otoanalizorde, 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 standartlari
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. Rediikte Glutatyon (GSH) diizeyleri HPLC ile
tespit edildi ve g hemoglobin basina ifade edildi.
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Sekil 20. Plazmalar i¢in hazirlanan MDA standart egrisi
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Sekil 21. Karaciger i¢in hazirlanan MDA standart egrisi
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Sekil 22. Standart SOD grafigi

Sicanlardan elde edilen plazmalarda incelenen parametreler ve degerleri Tablo 23,

Sekil 23, 24 ve 25’ de verilmistir.

Tablo 23. Gruplara ait plazma parametreleri

Gruplar AST ALT MDA SOD
(U/L) (U/L) nmol/mL plazma ~ U/mL plazma
1 (SF) 171,57+21,74° 85,86 +14,31° 0,504+0,021° 729,3+30°
2 (2Y) 207,14+20,59° 86,57 +8,90° 0,509+0,009? 750,1+25°
3 (EA) 145,50+21,45 44,50+11,47° 0,532+0,028% 700,65+45°
4 (CCly) 892,57+291,11°  474,86+134,76° 0,569+0,084" 265,25+15°
5 (Sil) 518,80+122,76°  218,80+73,25" 0,528+0,021% 305,9+40"
6 (P2) 690,83+149,15°  383,40+93,02° 0,532+0,029% 260,3+30°
7 (P4) 464,0+69,02" 277,00+49,62° 0,523+0,010° 270,25+20%°
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Plazma AST ve ALT seviyeleri
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Sekil 23. Gruplarin Plazma AST ve ALT diizeyleri
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Sekil 24. Gruplarin Plazma MDA diizeyleri
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Sekil 25. Gruplarin Plazma SOD diizeyleri

Calisgmamizda gruplarin eritrosit paketlerinde hemoglobin miktarlari, GSH, MDA ve SOD
diizeyleri hesaplanarak Tablo 24, Sekil 26, 27 ve 28’de sunuldu.

Tablo 24. Gruplarn eritrosit paketlerine ait parametreler

Gruplar Hemoglobin GSH MDA SOD
g/dL umol/g Hb nmol/g Hb U/g Hb

1(SF) 8,46+4,04° 0,56+0,10° 0,55+0,38° 62,93+31,58%
2 (2ZY) 8,61+3,27° 0,48+0,09° 0,53+0,31% 80,93+68,19°
3 (EA) 8,54+1,25° 0,49+0,10° 0,55+0,1% 46,12+19,58%
4 (CCly) 6.87+3.31° 0,35+0,10° 0,96+1,33° 154242178
5 (Sil) 7.42+1,022 0,49+0,10° 0,67+0,28? 15,26+14,14%
6(P2) 8,1342 52° 0,44+0 10® 0,49+0 27 14,74+6,63°
7(P4) 8.7142,12% 0,52+0.18" 0,590 5° 17.72+8,70°
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Sekil 26. Eritrositlerin GSH Diizeyleri (umol/g Hb)
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Sekil 27.

Eritrositlerin MDA Diizeyleri
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Sekil 28. Eritrositlerin SOD Diizeyleri

Sicanlara ait karaciger parametreleri hesaplanmis, MDA ve SOD diizeyleri Tablo 25, Sekil

29 ve 30’de sunulmustur.

Tablo 25. Gruplara ait karaciger parametreleri

Gruplar MDA 50D
nmol/g doku U/g doku

1 (SF) 4,845+0,257° 540,10+10,30°
2 (ZY) 5,816+0,405° 520,20+19,22°
3 (EA) 5,953+0,490° 515,15+23,12°
4 (CCly) 22,62+2,7° 260,50+42,10°
5 (Sil) 8,302+0,814" 290,60+23,20°
6 (P2) 14,82+1,548¢ 270,20+12,34"

7 (P4) 10,943+0,917° 310,10+14,40°
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Sekil 29. Gruplarin Karaciger MDA diizeyleri

Karaciger SOD Diizeyleri

600

u

(=]

o
|

o~

[an)]

o
1

[sOD] U/g doku
W
[sn]
[a=]

[l

[an)]

o
|

=

[an)]

o
|

[a=]

1 2 3 4 5

Gruplar

Sekil 30. Gruplarin Karaciger SOD diizeyleri
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4.2. Bulgularm Korelasyonu

Calismada polenlerin ozelliklerine dair elde edilen bulgularin Dbirbirleri ile
korelasyonlar1 hesaplanmis ve Tablo 26’da sunulmustur. Korelasyonlarin ifadesinde
korelasyon katsayisi r eger + ise pozitif korelasyon; — ise negatif korelasyonu ifade
etmektedir. Eger r, 0 ile 0.49 arasindaysa zayif korelasyonu (*); 0,5 (dahil) ile 1

arasindaysa kuvvetli korelasyonu (**) ifade etmektedir.

Tablo 26. Polen sonuglarimin korelasyonu

su KUL PROTEIN pH NISASTA PEKTIN
Su r 0,879(**)  -0,748(*¥) 0,777(**)
p 0,000 0,005 0,003
N 12 12 12
KUL r 0,879(**) -0,733(**) 0,649(*)
P 0,000 0,007 0,022
N 12 12 12
PROTEIN r -0,748(*%)  -0,733(**)
p 0,005 0,007
N 12 12
PEKTIN r 0,777(**) 0,649(%)
p 0,003 0,022
N 12 12
YAG r 0,648(%)
p 0,023
N 12
TFMM r -0,844(*%)  -0,727(**) 0,769(**)  0,634(*) -0,618(*)
p 0,001 0,007 0,003 0,027 0,032
N 12 12 12 12 12
FLAVONOL r -0,637(*%)
p 0,026
N 12
ANTOSIYANIN 1 -0,659(*) -0,599(*)
p 0,020 0,040
N 12 12
FRAP r -0,870(**) -0,669(*) 0,815(**)
p 0,000 0,017 0,001
N 12 12 12
GLUKOZ r 0,693(*) -0,613(%)
p 0,012 0,034
N 12 12

** 0,01 seviyesinde anlamli; * 0,05 seviyesinde anlamli; r: Pearson korelasyon katsayisi; p: Anlamlilik
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Ny ANTO- GLU-
YAG TFMM  FLAVONOL  SIYANIN FRAP KOZ  FRUKTOZ
SU r -0,844(**) -0,659(*) -0,870(**)
p 0,001 0,020 0,000
N 12 12 12
KUL r -0,727(**) -0,669(*) 0,693(*) 0,630(*)
P 0,007 0,017 0,012 0,028
N 12 12 12 12
PROTEIN r 0,769(**)  -0,637(%) 0,815(**)
p 0,003 0,026 0,001
N 12 12 12
Ph r 0,634(*) oersy  0620)
p 0,027 0,034 0,028
N 12 12 12
NISASTA r 0,648(*)
p 0,023
N 12
PEKTIN r -0,618(*) -0,599(*)
p 0,032 0,040
N 12 12
TFMM r 0,799(**)
p 0,002
N 12
FRAP r 0,799(**)
p 0,002
N 12
GLUKOZ r 0,994(**)
p 0,000
N 12

** (0,01 seviyesinde anlamli; * 0,05 seviyesinde anlamli; r: Pearson korelasyon katsayisi; p: Anlamlilik

Deneysel hayvan c¢alismalart sonrasinda elde edilen bulgularin birbirleri ile

korelasyonlar1 hesaplandi ve Tablo 27°de sunuldu. Tablolarda verilen degerler sadece

korelasyon gosteren degerleri gostermekte olup, korelasyon gdstermeyen parametreler

tabloda verilmedi.



97

Tablo 27. Sicanlara ait parametrelerin korelasyonu

i} MDA MDA
AGIRLIK AST ALT PLAZMA Karaciger
AGIRLIK r -0,421(**)  -0,416(**)  -0,558(**)  -0,422(**)
p 0,003 0,003 0,000 0,003
N 49 49 49 49
AST r -0,421(*%) 1 0,924(**)  0,373(**)  0,848(*)
p 0,003 0, 0,000 0,008 0,000
N 49 49 49 49 49
ALT r -0,416(**)  0,924(*%) 1 0,355(*)  0,857(*%)
P 0,003 0,000 0, 0,012 0,000
N 49 49 49 49 49
MDA PLAZMA r -0,558(**)  0,373(**) 0,355(*) 1 0,430(*)
p 0,000 0,008 0,012 0, 0,002
N 49 49 49 49 49
MDA Karaciger r -0,422(**)  0,848(**)  0,857(**)  0,430(**) 1
p 0,003 0,000 0,000 0,002 0,
N 49 49 49 49 49
ERITROSIT-GSH -0,458(*%)  -0,436(*) -0,447(**)
p 0,001 0,002 0,001
N 49 49 49
ERITROSIT- MDA r 0,328(%)
p 0,022
N 49
ERITROSIT-SOD r 0,333(*)  -0,505(**)  -0,484(**) -0,478(**)
p 0,019 0,000 0,000 0,001
N 49 49 49 49
Plazma SOD r 0,521(**) -0,801(**) -0,814(**)  -0,308(*)  -0,727(**)
p 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000
N 49 49 49 49 49
Karaciger-SOD r 0,523(**) -0,837(**) -0,837(**)  -0,324(*)  -0,773(*)
p 0,000 0,000 0,000 0,023 0,000
N 49 49 49 49 49

** 0,01 seviyesinde anlamli; * 0,05 seviyesinde anlamli; r: Pearson korelasyon katsayisi; p: Anlamlilik
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ERITROSIT- ERITROSI ERITROSI Karaciger-
GSH T- MDA T-SOD  Plazma- SOD SOD
AGIRLIK R 0,333(%) 0,521(*)  0,523(**)
P 0,019 0,000 0,000
N 49 49 49
AST R -0,458(**) -0,505(*) -0,801(**)  -0,837(*)
P 0,001 0,000 0,000 0,000
N 49 49 49 49
ALT R -0,436(**) -0,484(*) -0,814(**)  -0,837(*%)
P 0,002 0,000 0,000 0,000
N 49 49 49 49
MDA PLAZMA R -0,250 0,328(*) -0,308(*)  -0,324(*)
P 0,083 0,022 0,032 0,023
N 49 49 49 49
MDA Karaciger R -0,447(*) -0,478(*) -0,727(*)  -0,773(**)
P 0,001 0,001 0,000 0,000
N 49 49 49 49
ERITROSIT-GSH R 0,322(%)
p 0,024
N 49
ERITROSIT- MDA r
p
N
ERITROSIT-SOD r 0,668(**)  0,655(**)
p 0,000 0,000
N 49 49
Plazma- SOD r 0,668(**) 0,985(*)
p 0,000 0,000
N 49 49
Karaciger-SOD r 0,322(*) 0,655(**) 0,985(**) 1
p 0,024 0,000 0,000 0,
N 49 49 49 49

** 0,01 seviyesinde anlamli; * 0,05 seviyesinde anlamli; r: Pearson korelasyon katsayisi; p: Anlamlilik

Calismamizda elde edilen veriler sonucunda deneysel hayvan gruplarinda daha once
literatiirde uygulanmamis bir istatistiki metot da kullanildi. Bu anlamda diskiriminant
(ayirma) analizi kullanilarak 7 grup hayvanimizin sonuglart 1s18inda, 7 tane oOzellik
bakimindan deney iinitelerinin ait olduklar1 orijinal gruplari1 dogru olarak siniflandirabilme

olasilig1 hesaplandi ve serpilme grafigi olusturuldu (Sekil 31).
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5. TARTISMA

Bal, polen, propolis ve diger ar1 {irlinlerinin kullanildig1 tiim tedavi sekilleri apiterapi
olarak adlandirilmaktadir. Bu ar1 iiriinlerinden {izerinde en fazla ¢alisilan dogal iiriin bal ve
propolis olup, polenin de yiiksek biyolojik potansiyele sahip dogal bir iiriin oldugu
bildirilmektedir. Polen veya ¢igek tozu, ¢igekli bitkilerin tiremesi i¢in gerekli olan, yiiksek
besin degerine sahip dogal bir gida maddesidir. Arilar, dogadaki tozlasmay1 (palinasyon)
saglayan canlilar olup, ayaklarina yapisan polenleri larva sonrasi yavru beslenmesinde ve
genclik donemlerinde dokularinin, kaslarimin, salgi bezlerinin ve diger organlarinin
yeterince gelismesinde kullanmak {izere kovanlarina tasimaktadirlar. Kovanlara tasian
polenler petek gozlerinde depolandiklari gibi balin igerisine de katilir ve balin oksidasyonu
gibi pek ¢ok zararl etkiden korunmasinda rol alirlar. Degerli bir {iriin olmasi1 nedeniyle son
yillarda ar1 kovanlarindan polen tuzaklar1 vasitasiyla toplanan polenler, halk arasinda
destekleyici bir besin olarak 6zellikle sporcularin, gelisme geriligi bulunan g¢ocuklarin,
anemik hastalarin, hepatit kimselerin diyetlerine takviye edici olarak kullanilmaktadir.
Polenin yiiksek antioksidan kapasiteye sahip bir iirlin oldugu ve bu oksidasyonu onleme
kapasitesinin bitki florasina gore degisim gosterdigi pek ¢ok bilimsel ¢alismada
bildirilmektedir (Ferreira vd., 2009; Karatas vd., 2000). Ancak polenlerinin in vivo olarak
karaciger hasarin1 6nlemedeki fonksiyonu {izerine yapilan bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Polenin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin toplandig: bitkiye, toplandig:
bolgenin cografik konumuna, iklim 6zelliklerine, toplanma sekline ve ambalaj sekline
bagl olarak degisim gosterdigi bildirilmektedir (Karatas vd., 2000). Polen iizerine yapilan
caligmalar son 3-5 yilda artis gOstermis ve bu c¢alismalarda polenin palinolojik
degerlendirmeleri ile in vitro biyolojik o6zellikleri iizerine yogunlasilmistir. Polenlerin
lokasyonlara bagli olarak yorede baskin bitki poleni olarak toplanmasi ve ticari olarak
satilmas1 dikkate alindiginda polenlerin bu sekilde spesifik olarak tanimlanmamis olmasi
bu ¢alismaya ihtiyag agisindan onem arz etmektedir. Buna ilaveten yeterince in Vivo
caligmanin yapilmamis olmasi nedeniyle polenin gercek degeri ortaya ¢ikarilamamaistir. Bu
nedenle c¢alismada, Tiirkiye florasina ait Karadeniz bolgesi polenlerinin  kimyasal
bilesimlerini ve biyolojik etkinligini ortaya g¢ikarmayi amacladik. Yapilan calismada
polenin fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal ozellikleri belirlendikten sonra hayvan

deneyleri ile karaciger hasarini 6nlemedeki rolii arastirildi.
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Calismada Karadeniz Bolgesine ait toplam dort farkli polen drnegi analiz edildi. Iki
polen 6rnegi Bati Karadeniz bolgesinden (Eregli (ZP1) ve Zonguldak (ZP2)); iki polen
ornegi de Dogu Karadeniz Bolgesinden (Trabzon (TP) ve Giresun (GP)) temin edildi.
Polenlerin yapilan palinolojik analizleri sonucu baskin sekilde Karadeniz florasinda bolca
bulunan kestane (Castanea sativa) polenini igerdigi tespit edildi. Bu nedenle ¢aligmada
kullanilan polenler kestane poleni olarak adlandirildi.

Polenlerin miistahsillerden gilines altinda kurutulduktan sonra temin edilmelerine
ragmen farkli oranlardaki su igerikleri, kalite parametrelerinin kuru agirlik {izerinden ifade
edilebilmesi igin tespit edildi. Su igeriklerinin % 14,03-% 16,87 arasinda degisim
gosterdigi, ZP1 poleninin en diisiik su igerigine sahip oldugu belirlendi. Polenlerin tespit
edilen kiil icerikleri incelendiginde ZP1 poleninin % 2,23 ile en diisiik; TP poleninin %
3,03 ile en yiiksek kiil icerdigi, % 17,67 ile % 23,67 arasinda protein igerigine sahip
polenlerden en yiiksek protein icerigine sahip polenin ZP1 poleni oldugu ve dogu
Karadeniz bolgesi polenlerinin protein igeriginin istatistiki agidan kendi arasinda farklilik
gostermedigi tespit edildi. Dort farkli yoreye ait polen 6rneklerinin pH, nisasta, pektin ve
yag analizleri bakimindan aralarinda anlamli farkliliklar olmadig: tespit edildi (p<0,05).
Polenlerin glukoz ve fruktoz igerikleri HPLC de refraktif indeks dedektorii kullanilarak
tayin edildi ve polenlerin glukoz igeriklerinin kuru madde {izerinden % 25,35 - % 37,35
arasinda ve fruktoz igeriklerinin ise % 37,72 - % 54,21 arasinda degisim gosterdigi tespit
edildi. En yiiksek fruktoz ve glukoz igerige sahip polenin Trabzon ydresine ait P4 poleni
oldugu belirlendi. Almeida-Muradian vd., (2005) Brezilya polenlerinin kimyasal bilegimi
tizerine yaptiklari ¢alismada polenlerin ortalama % 7,4 nem; % 20 protein; % 6 lipit ve %
2,2 kil igerdigini tespit etmislerdir. Yine su igerigine dair yapilan bir baska caligmada,
polenlerin, % 4,11 ile % 7,72 arasinda su igerdigi tespit edilmistir (Gergen vd., 2006).
Neme dair bulgularimizin literatiirdeki bulgulardan yiiksek olmas1 Karadeniz bdlgesi nisbi
neminin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu sonug literatiirde kiyaslamanin dogru
yapilabilmesi adina polenlerde sonuglarin kuru madde lizerinden verilmesi gerekliligini de
ortaya ¢ikardi. Yapilan bir bagka calismada ise depolanan polenlerin % 21 nem; % 28,1
protein; % 7,6 lipit; % 3,6 kiil ve % 60,7 karbohidrat icerdigi tespit edilmistir (Human ve
Nicolson, 2006).

Dort farklt polenin toplam fenolik madde miktarlart gallik asit standardi
kullanilarak Folin-Ciocalteu yontemine gore test edildi ve dort farkli bolgeden toplanan

polen 6rneklerinin total fenolik madde igeriklerinin 13,68 ile 28.87 mgGAE/ g kuru polen
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arasinda degisim gosterdigi tespit edildi. Gerek yas polen tizerinden ve gerek kuru madde
miktart izerinden yapilan hesaplama sonucu ZP1 poleninin en yiiksek fenolik icerige sahip
oldugu tespit edildi (p<0,05).

Polenin renginden sorumlu ve aymi zamanda antioksidan etkili antosiyanin
miktarlar1 pH differansiyel metoduna gore tayin edildi. Monomerik antosiyanince ZP1
polen 6rneginin diger polenlerden yiiksek oldugu tespit edildi (p<0,05). Toplam flavonol
miktar1 Kuersetin standardi esdegeri olarak Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore tayin
edildi ve ZP2 orneginin diger polenlerden daha yiiksek flavonol icerdigi tespit edildi
(p<0,05). Dort polen tiiriine ait fenolik madde miktarlar1 literatiirdeki fenolik madde
miktarlart ile karsilastirlldiginda Karadeniz Bolgesine ait polenlerin daha yiiksek fenolik
madde miktarina sahip oldugu goriilmektedir. Nitekim Romanya’da yapilan bir ¢calismada
12 farkli monofloral polen o6rneginin Folin-Ciocalteu metoduna goére ve gallik asit
standardina gore toplam fenolik madde miktarmin 4,4 mg ile 16,4 mg GAE/ g polen
arasinda degisim gosterdigi bildirilmektedir (Marghitas vd., 2009). Yapilan bir baska
calismada Okaliptus polenine ait toplam fenolik madde miktarlarinin 32,59 mg GAE/g
polen oldugu bildirilmektedir (Leja vd., 2007). Ayni ¢alismada toplam flavonol
miktarlarinin 3,8 mg Kuersetin /g ile 13.6 mg Kuersetin/g arasinda degisim gosterdigi
tespit edilmistir. Polen ¢alismamiza benzer toplam fenolik madde miktarlart Amerika’nin
Sonoran bolgesine ait 6 farkli floraya sahip polen orneklerinde goriildii (LeBlanc vd.,
2009). Bu ¢alismada toplam fenolik madde miktarinin 15,91 mg — 34,85 mg GAE/g polen
arasinda degisim gosterdigi ve en yliksek toplam fenolik madde miktarina sahip polen
Orneginin mimoza ¢icegine ait polenin oldugu bildirilmistir (LeBlanc vd., 2009). Calisilan
dort polen numunelerinin flavanol miktar1 8,07 ile 9,64 mg Kuersetin/ g kuru polen
arasinda degisim gostermis olup aralarinda anlamli farkliliklar bulunmamaktadir. Yapilan
bir baska calismada alt1 farkli floraya sahip polen 6rneklerinde ¢alisti§imiz metoda uygun
sekilde ve kuersetin standardi kullanilarak yapilan o6lglim sonucu toplam flavanol
miktarmin 2,66 — 5,48 mg Kuersetin /g polen arasinda degisim gosterdigi bildirilmektedir.
Bu degerleri Tiirkiye florasi poleni ile karsilagtirdigimiz zaman gerek toplam fenolik
madde igeri ve gerek flavanol miktari cinsinden olsun, iilkemiz polenleri, daha yiiksek
degerler arz etmektedir. Polonya’nin Krakow bolgesinden toplanan 12 farkh tiirden polen
igeriklerinin toplam fenolik madde miktarlari, toplam flavanol ve antosiyanin degerleri ile
calismamizda bulunan degerler paralellik gostermektedir (Leja vd., 2007). Fenolik asitler,

flavanoller, flavanoidler, antosyaninler, kalkonlar gibi bilesiklerin tiimi birer fenolik
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madde olup, bitkinin oksidasyondan korunmasindan gevre sartlarina adaptasyonuna; her
tiir bocek ve zararlilara karsi korunmasindan aromasina kadar pek ¢ok fonksiyona sahip
sekonder bilesenlerdir (Cotton, 1996; Cowan, 1999). Ayrica fenolik madde miktar: ile
antioksidan, antimikrobiyal aktivite arasinda pozitif bir iliski oldugu yapilan pek cok
calismada bildirilmistir (Robards vd., 1999; Cannac vd., 2007).

Calismada in vivo denemelerde kullanilan ZP1 polenlerinin antioksidan &zellik
gosteren fenolik asit ve flavanol tiirleri HPLC ile tayin edildi. Calisilan polenlerde gallik
asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit, klorojenik asit ve p-kumarik asit degisen
oranlarda tespit edilirken katesin, vanilik asit, kaffeik asit, siringik asit, epikatesin, rutin,
ferulik asit, benzoik asit, o-kumarik asit, absisik asit, kuersetin, t-sinnamik asit dedeksiyon
limitlerinin (LOD) altinda bulundu. Saric’ vd. (2009)’nin Hirvatistan polenlerinde
yaptiklart bir ¢alismada polenin kafeik asit, galangin, kampferol, Kkrisin, pinosembrin,
isorhamnetin ve kuersetin icerdigi bildirilmistir. Kestane balinda yapilan baska
calismalarda ise kafeik asit, p-kumarik asit ve ferullik asitin kestane balinda marker fenolik
bilesen oldugu ve balin orijininin belirlenmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Merken
vd., 2000; Andrade vd., 1997). Bu fenolik bilesenlerden p-kumarik asit kestane
polenlerimizde de bulunmustur.

Polenlerin antioksidan aktivitelerinden sorumlu bir baska bilesik smifi da
karotenoidlerdir. Lipofilik karaktere sahip karotenoidlerin oksidasyonu engellemede
kuvvetli radikal stipiiriicii 6zelligi oldugu bildirilmektedir (Edge vd., 1997). Calismada

polenlerin toplam karotenoid miktarlari spektrofotometrik olarak [-karoten standardi
kullanilarak (Davis, 1976; Pirone vd., 2007) 460 nm de tayin edildi. Polenlerin toplam
karotenoid madde miktarlarinin 17 ila 29 mg f-karoten/100 g kuru polen arasinda degisim
gosterdigi belirlendi. Karotenoid miktarinin en yiiksek bulundugu polenin ZP1 poleni
oldugu fakat bu degerin istatistiki olarak diger polenlerden anlamli olarak farklilik
gostermedigi tespit edildi. Hirvatistan’in orta Dalmatia bdlgesinden toplanan polen
tiirlerinde yapilan bir ¢alismada Cystus incanus L. polenlerinin -karoten ve o- karoten
miktarlarmin 11,90 mg /100 g polen degerine sahip oldugu bildirilmektedir (Sari¢ vd.,
2009). Bu deger bulgularimizla uyum igersinde olup Karadeniz florasina ait polenlerin
daha yiiksek karotenoid icerigine sahip oldugu gorilmiistiir.

Sonug olarak calismamizda bulunan degerleri, diinyada yapilan baska caligmalarla
karsilagtirdigimiz zaman, polenlerin toplam fenolik madde miktarlar1 ile flavanol ve

antosiyanin miktarlar1 polenin florasina bagl olarak degisim gosterdigi, ancak aralarinda
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bliyiik farkliliklarin olmadig1 gozlemlenmektedir. Buradan hareketle calismamizda
buldugumuz in vivo sonuglarin diger polenler i¢in de emsal teskil edebilecegi
distiniilmektedir.

Toplam fenolik madde ve karotenoidlerden baska polenlerin toplam antioksidan
kapasitelerini 6lgmek ve karsilastirma amaciyla FRAP yontemini kullanildi. Demir (111)
indirgeme/antioksidan gii¢ olarak da adlandirilan bu yontem cesitli bitkisel ekstraktlarin
toplam antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontem olup Benzie
ve Strains, (1996) tarafindan gelistirilmistir. DoOrt farkli polen orneginin Trolox®
standardina gore Ol¢iilen toplam antioksidan kapasitelerinin oldukga yiiksek oldugu ve en
yiiksek degere sahip polenin ZP1 poleni oldugu (70,76 mM Trolox esdegeri / g polen)
tespit edildi.

Polenlere dair elde edilen veriler 1s18inda kuru madde {izerinden verilen degerler
dikkate alindiginda polenlerin kiil icerigi ile protein igerigi arasinda giicli negatif
korelasyon (p:0,007; r:-0,733); kiil- pektin arasinda zayif pozitif korelasyon (p:0,022;
r:0,649) tespit edildi. Yine kiil igerigi ile fenolik igerik ve FRAP antioksidan kapasite
arasinda da negatif korelasyon tespit edildi. Yag miktar1 ve nisasta miktari arasinda zayif
pozitif korelasyon (p:0,023; r:0,648) bulunmas lipit fraksiyonlarinin nisasta bilesenlerince
tutulmasindan kaynaklanabilir. Polenlerden elde edilen protein igerikleri ile toplam fenolik
madde miktar1 (p:0,003; r:0,769) ve FRAP antioksidan kapasite (p:0,001; r:0,815) arasinda
gliclii pozitif korelasyon tespit edildi. Bu korelasyonun sebebi non-fenolik antioksidanlar
olarak adlandirilan proteinlerin antioksidan etkisinin (Campos vd., 2003) polenlerde de
etkin olmasindan ileri gelebilir.

Polenlerin pH degerleri ile glukoz (p:0,034; r:-0,613) ve fruktoz (p:0,028; r:-0,632)
icerigi arasinda rastlanilan zayif negatif korelasyon sakarozun inversiyonuna atfedilebilir.
Bunu destekler nitelikte glukoz ve fruktoz arasinda giiglii korelasyon (p:0,00; r:0,994)
tespit edildi.

Calisma sonuglarinda elde edilen FRAP degerleri ile TFMM arasinda da onemli bir
bigimde giiglii pozitif korelasyon bulundu (p:0,002; r:0,799). Bu fenolik bilesenlerin giiglii
antioksidan etkisine atfedilebilmektedir (Bravo, 1998; Alasalvar vd., 2003; Chung vd.,
1998; Cassidy vd., 2000; Tapiero vd., 2002; Cai vd., 2006). Ayrica yenilebilir yas polen
tizerinden elde edilen verilerin korelasyonlar1 incelendiginde antosiyanin miktar1 ile FRAP
antioksidan kapasite arasinda hesaplanan pozitif korelasyon (p:0,045; r:0,586) da

antosiyaninlerin antioksidan etkilerinden kaynaklanmaktadir.
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Calismadaki kimyasal ve biyolojik testlerin degerlendirilmesi sonucu caligilan dort
farklt polen numunesinden ZP1 polenin biyolojik yonden daha aktif oldugu belirlendi.
Planlanan konsantrasyonlarda in vivo testlerin nasil bir sonug verecegi bilinmedigi i¢in en
etkili olan bu polenlerin karaciger hasarinin tedavi edilebilirliginin tespitinde
kullanilmasina karar verildi.

Karaciger sayisiz endojen ve eksojen maddenin detoksifikasyonu, ¢esitli molekiillerin
sentezi, itrah1 gibi birbirinden bagimsiz pek ¢ok fonksiyona sahip yegane organdir
(Akarca, 2007). Karaciger alinan tiim besin maddelerinin ve kimyasallarin
transformasyona ugradigi bir yer olmasi bakimindan hiicre harabiyetinde ila¢ tedavisi
miimkiin degildir. Bu nedenle alkol, asir1 yaglanma, kimyasallara maruz kalma,
zehirlenme, viral enfeksiyonlar, bakteriyal enfeksiyonlar vs.’den dolay1 bozulan (Akarca,
2007) karaciger dokusunun tedavisinde dogal ilaglarla tedavi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
amagcla halk arasinda enginar ve deve dikeni (Silybum marianum) ekstreleri ve onlardan
hazirlanmis haplar en ¢ok kullanilan bitkisel dogal 6ziitlerdir (D’andrea vd., 2005). Deve
dikeninde bulunan Silimarin adli ekstrenin karaciger hasarin1 onlemede etkili oldugu
bildirilmektedir. Deve dikeninde bulunan Silimarin adli madde karisimi 4 izomerik
flavoligninden; silibinin, izosilibinin, silidianin ve silikristin olugsmaktadir. Silimarin
Oziitleri yaklagik 2000 yil boyunca akut ve kronik karaciger tedavisinde ilag olarak
kullanilmistir.  Silimarin pek ¢ok hepatik enzimi, aminoprin demetilaz, bezopren
hidroksilaz, etoksikumarin de-etilaz ve glutatyon-S-transferaz, inhibe ettigi bildirilmektedir
(D’andrea vd., 2005; Schiimann vd., 2003).

Planlanan calismada karbontetrakloriir ile karaciger hasar1 gergeklestirildi ve iki
farkli polen derisiminde tedavi izlendi. Deneysel hasar olusturulmasinda CCls’den baska
kimyasallar da kullanilmaktadir. Kronik alkol —muamelesi (Kolonkaya vd., 2002),
organofosfat (Eraslan vd., 2010), agir metal iyonlar1 (Liu vd., 2010) gibi ¢esitli toksik
ajanlara uzun siire maruz birakilan deney hayvanlarinda karaciger hasarlart meydana
geldigi ve hasarlarin izlenmesinde ALT ve AST enzimlerinin markir olarak kullanildigi
bildirilmektedir.

CCl4 mitokondriyal monooksijenaz sistemince metabolize edilmektedir. ileri siiriilen
mekanizmaya gore metabolizma esnasinda triklorometil serbest radikali (CCls) olusur ve
sonra radikal lipidler ve proteinler ile kovalent baglar olusturarak triklormetil peroksite
(CIsCOQ") veya baska formlara doniisiir (Recknagel vd., 1989). Olusan serbest radikaller

hiicre membranlarindaki fosfolipidlerde bulunan yag asidlerinin peroksidasyonuna yol
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acarak hiicre harabiyetine sebep olur. CCls’ e bagl olarak gelisen karaciger hasarinda lipit
peroksidasyonu son derece 6nemlidir (Nadkarni ve Souza, 1988). Ciinkii bu hasara bagh
olarak ilerleyen siirecte karaciger fibrozu ve siroz olusur. Karaciger fibrozu, ekstraselliiler
matriks komponentlerinin 6zellikle AST ve ALT enzimlerinin artmasi ile karakterize
edilir.

Yapilan arastirmalarda ar1 tirlinlerinden bal, polen, propolis gibi ar1 iirlinlerinin
potansiyel olarak yiiksek antioksidan, antimikrobiyal, antitlimoral, antifungal, antiviral ve
anti-inflamatuar gibi pek c¢ok biyolojik aktif 6zelligi bulunmaktadir (Kiigiik vd., 2007;
Leja vd., 2007; Inoue, 2003). Son yillarda ar1 iiriinlerinin bu 6zelliklerinden bagska DNA
hasarmi (Inoue, 2003; Kolonkaya vd., 2002), karaciger hasarimi (Eraslan vd., 2010)
onledigine dair ¢alismalar yogunlasmaktadir. Ancak polenin karaciger hasarini énlemedeki
rolii lizerine ayrintili bir calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle planlanan ¢alismada
Tiirkiye florasina ait polenin karaciger hasarimi dnlemedeki rolii CCly ile deneysel hasar
olusturulan siganlarda yapildi. Polenin etkinligi daha 6nce hiicre hasarina etkili oldugu
bilinen pozitif bir kontrol olan ve yine bitkisel bir iiriin olan Silibinin ile karsilastirilarak
test edildi. Deve dikeninde bulunan Silimarin adli madde karisiminin 4 izomerik
flavoligninden biri olan ve literatiirde (D’andrea vd., 2005; Schiimann vd., 2003) karaciger
hasarini 6nleyici madde olarak tanimlanan Silibinin pozitif kontrol olarak kullanildu.

Calisma bir grupta 7 adet sigan olmak iizere, toplam 7 ayr1 grup, 49 adet erkek
sigan iizerinde 8 giin siireyle ¢aligilarak gerceklestirildi. ilk 3 grup kontrol gruplar1 olarak
belirlendi. 1. Gruba sadece serum fizyolojik intraperitonal (i.p.) yolla uygulandi. 2. Gruba
CCly’ tin ¢oziiciisti oldugu igin saf zeytinyagi uygulandi, 3. Gruba Silibininin ¢oziiciisii
oldugu i¢in etil alkol i.p. yolla uygulandi. 4. Grup hasar olusturulan CCl, grubu olup
zeytinyaginda ¢oziilerek (1:1) i.p. yolla uygulandi. 5. Grup pozitif kontrol Silibinin grubu
olup, CCl, ile birlikte i.p. yolla uygulandi. 6. Grup gavaj yoluyla uygulanan disiik
derigimli polen grubu olup CCly ile birlikte uygulandi. 7. Grup gavaj yoluyla uygulanan
yiiksek derigimli polen grubu olup CCly ile birlikte uygulandi. 8. Giin si¢anlar dekapite
edilerek kanlar1 ve karacigerleri hizl bir sekilde alinda ve ayrildi.

Karaciger fonksiyonunun ol¢iimiinde kullanilan pek ¢ok test ve teknik olmakla
birlikte serum ALT ve AST enzimlerinin aktiviteleri karaciger dokusundaki hiicre
harabiyetini gosteren en Onemli markirlardir (Akarca, 2007). ALT sadece hiicre
sitoplazmasinda bulundugu halde, AST % 20 sitoplazmada, % 80 mitokondrilerde bulunur.

Karaciger zone-3 hiicreleri (santral venlere yakin hiicreler) daha hipoksi ortamda
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bulunduklar1 i¢in mitokondriden zengindir. Bu hiicreler iskemi ve toksik hasarlara daha
hassastir. Bu nedenle alkol veya toksik ajanlara maruz kalma durumlarinda 6ncelikle zone-
3 hasar1 meydana geldigi icin AST, ALT ye nazaran daha ¢ok yiikselme gdsterir (Akarca,
2007).

AST enzimi karaciger disinda kalp, kas dokusu, bobrek ve beyinde de fonksiyon
gormektedir. Bu dokulardan herhangi birinde olusan hasarda kandaki AST diizeyi
artmaktadir, oysa ALT karacigere daha spesifiktir. Bu enzim karaciger disindaki dokularda
da bulunabilmesine ragmen karacigerde daha fazla konsantre edildigi ic¢in karaciger
hasarmin daha spesifik bir gostergesidir.

Bu nedenle ¢alismada karaciger hasarinin olustugunun tespit edilmesinde ve polen
tedavisinin izlenmesinde plazma AST ve ALT enzimlerinin aktiviteleri marker olarak
kullanildi. Ayrica eritrosit, plazma ve karacigerde CCls’den kaynaklanan oksidasyonun
degisimleri ve oksidasyon iirlinleri SOD, MDA ve GSH diizeylerinin belirlenmesi ile test
edildi.

Normal saglikli insan serum AST ve ALT seviyeleri 0-40 U olup, bu deger
karaciger hasarmmin biiyiikliigiine gore degisim gostermektedir. Plazma ALT ve AST
aktiviteleri arasinda ilk ¢, serum fizyolojik, zeytinyagi ve alkol grubu olarak
adlandirdigimiz kontrol gruplarinda, anlamli degisim gozlenmezken, CCl, verilen grupta
yaklagik olarak 4-5 kat artig goriildii. Tek bir doz halinde pozitif kontrol olarak (50 mg/kg)
uygulanan Silibin grubunda AST ve ALT diizeyleri, dolayisiyla karaciger hasari, yaklasik
% 50 oraninda azalma gosterdi. kg sigan bagina 200 mg polen verilen gruplarda (6. Grup)
her iki enzim diizeyi anlamli olarak azalirken, polen miktarinin iki katina artirilmasiyla her
iki enzim aktivitesi polen konsantrasyonu ile orantili olarak azalma gosterdi. Istatistiki
olarak AST ve ALT seviyelerindeki diisiis Silibinin uygulanan grup ile 400 mg
polen/kg’lik polen beslemesinin (7. Grup) ayni tedavi edici etkiyi gosterdigi tespit edildi.

Polenin Kkaraciger hasarmni oOnleyici etkisinin bu parametreler bazinda silibinle
karsilagtiritlmasinda 7. Grup dozunda ve deney siiresinde silibinine esdeger bir tedavi edici
etkiye sahip oldugu gozlendi. Bununla birlikte; i.p. yolla ilag¢ olarak Silibinin uygulanan
sicanlarin  hemen hepsinde gastrointesteinal yollarda bozukluklar ve ishal oldugu
gozlemlendi. Oysa gavaj yoluyla gida olarak uygulanan polen gruplarinda bodyle bir
olumsuzluk gbzlemlenmedi. Ayrica istatistiki olarak bir anlam ifade etmese bile calisma
gruplarimizda birer adet hayvan oliimleri 3.Grup (Etil alkol grubu); 4. Grup (CCly) ve 5.
Grupta (Silibinin) gergeklesti.
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Sicanlarda deney sonra agirlik degisimleri incelendiginde ilk iki serum fizyolojik ve
zeytinyag1 kontrol grubunda % 0,7 oraninda kilo artis1 gézlemlenirken, alkol grubunda %
5.4 oraninda azalma goriildi. En yiiksek kilo kaybinin gézlemlendigi grup CCl, grubu (%
9,5) iken, silibin grubu ikinci sirada (% 8,2) yer aldi. Polen grubunda ise % 6,7 ve % 1,6
oraninda kilo kayb1 gozlemlendi. Istatistiki agidan yiiksek doz polen ile beslenen disindaki
CCl4uygulanan tim gruplar ayni kategoride gruplandirilmis olup, yiiksek doz polen grubu,
kontrol grubu ve CCl, uygulanan diger gruplar arasinda degerlendirildi. Bu anlamda
Silibinin’le karsilastirildigi zaman yiiksek dozda polen ile beslenen grupta daha az kilo
kaybi goriildii.

CCl, gibi bilesiklerin olusturdugu oksidatif stres her tiirlii radikal olusumuna neden
olur ve burada lipitlerin oksidasyonuna yol agar. Malondialdehit bir lipid peroksidasyon
rtinii olup, oksidatif stresin izlenmesinde kullanilan 6nemli bir markirdir. MDA oksidan
bir {irlin olup, proteinlerin lizin rezidiileriyle ve fosfolipidlerin amin gruplariyla reaksiyona
girer ve fonksiyonel bozukluklara yol agar (Uchida, 2003; Devay, 2008). Ayrica, MDA
kolaylikla diffiize olabildiginden, DNA bazlariyla da reaksiyona girerek hasara neden
olabilir.

Yapilan calismada plazma, eritrosit ve karaciger dokularinda MDA seviyeleri
MDA’nin, tiobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli
kompleksin 6l¢iilmesi esasina gore yapildi (Ohkawa, 1979). Calismada elde edilen MDA
seviyeleri incelendiginde plazma MDA seviyelerinde beklendigi gibi CCl, ile besleme
sonrasinda artiglar gézlendi. Bununla beraber etil alkol kontrol grubunda da bir yiikselis
istatistiki olarak gozlenmesine ragmen artis CCly (4. grup) grubundakinin altinda kaldigi
gorildii. Silibinin tedavisi ve diisiik doz polen beslemesi MDA artisini kismen diisiirdii ve
etil alkol kontrol grubu seviyelerine indirdi. Buna karsilik yiiksek doz polen beslemesinde
MDA seviyesinin 1. ve 2. grup seviyelerine geriledigi goriildi. Eritrosit MDA
seviyelerinde ise herhangi bir farklilik gozlemlenmedi. Bunun sebebi SOD ve GSH
antioksidan enzimlerinin eritrositlerdeki oksidasyonu azaltici yonde etki gOstermesine
atfedilebilir. Kontrol grubu ile CCI4 grubu karsilastirildiginda, MDA miktar1 karaciger
dokusunda yaklasik 5 kat artis gosterdi, Silibinin ile tedavi edilen sicanlarda MDA
seviyesinde onemli diisiisler goriildii. Yapilan birgok ¢alismada karaciger hastaliklarinda
oksidatif stres ve buna bagl olarak ortaya c¢ikan karaciger hasari ile fibrozis arasinda iliski
oldugu gosterilmistir (Shimiziu, 2001; Shimiziu, 2003). Polenle beslenen gruplarda da

MDA seviyelerinde diisiisler gézlenmesine ragmen Silibinin seviyesinde tedavi goriilmedi.
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CCls’e maruz birakilmis sicanlarda yapilan bir ¢alismada AST ve ALT enzimleri ile
birlikte MDA seviyelerinin karaciger ve plazma da anlamli olarak artig gosterdigi ve
enginar (Cynara scolymus L.) ekstraktlariin gerek AST, ALT enzimlerini ve gerekse
MDA’ y1 anlamli olarak azalttig1 bildirilmistir (Mehmetgik vd., 2008).

Oksidatif stres pek ¢cok serbest oksijen radikallerinin olusumuna yol agtig1 gibi olusan
radikal ajanlar enzimlerin inhibisyonuna, lipid peroksidasyonuna, DNA hasar1 gibi
bozukluklara yol agmaktadir. Yapilan c¢alismada oksidatif stresin MDA’dan baska
siiperoksit dismutaz (SOD) ve rediikte glutatyon antioksidan enzimler tizerindeki etkileri
de 6l¢iildii. Plazma, karaciger dokusu ve eritrositlerde SOD aktivitesi ve eritrositlerde GSH
aktiviteleri ol¢tildii.

3 Farkli kontrol grubunda plazma ve karaciger SOD aktivitelerinde anlamli farklilik
gozlemlenmezken, 4. Grup (CCly) siganlarda SOD seviyesinde onemli bir diislis gozlendi.
Silibinin ve polen beslemelerinin SOD seviyesini anlamli sekilde yilikseltmesine ragmen
yiikselis kontrol grubu seviyesini bulmadi. Eritrosit paketlerinde SOD aktivitesinde anlamli
bir farklilik gozlenmezken farkli sekilde zeytinyag: kontrol grubunda SOD seviyesi artis
gosterdi.

SOD metabolizmada oksijenin eksik indirgenmesi ile olusan siiperoksit radikallerinin
temizlenmesinde rol oynayan bir enzimdir. Artan siiperoksit radikalleri durumunda
baskilanmadan dolayr SOD aktivitesinin de artmasi beklenir, fakat CCl,’e maruz birakilan
sicanlarda SOD aktivitesi yaklasik %50 ve daha fazla miktarda azalma gozlemlendi.
Bunun sebebinin, yogun ve akut oksidatif stresin karaciger hiicre hasarina yol agmasi1 ve
buna bagl sentez yeteneginde azalmanin oldugu diisiiniilmektedir.

Sicanlarda rediikte glutatyon enzimi seviyeleri incelendiginde eritrosit paketlerinde
GSH seviyesi ilk ii¢ gruptaki kontrol gruplarmma nazaran CCl; muamelesi yapilan
sicanlarda 6nemli seviyede diisiis gosterdi, Silibinin ve yiiksek doz polen beslemesinin
GSH seviyesini kontrol grubu seviyesine ¢ikardigi, diisiik doz polen beslemesinin de kismi
bir yiikselise neden oldugu tespit edildi.

GSH endojen bir antioksidan ajan olup serbest olarak ve bazi antioksidan enzimlerin
kofaktorii olarak hiicre i¢inde rol alir. GSH viicudun bir¢ok hiicresinde bulunan ve
hiicrenin fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara kars1 koruyan bir tripeptitdir (Champe
ve Harvey,1997). Hiicre icerisinde indirgen formda (GSH) bulunur. Endojen iretilen
peroksitlere karsi okside olarak onlari indirger. Glutatyon peroksidaz bu reaksiyonu

katalizler. Glutatyon etkin olarak hiicreyi koruyabilmesi i¢in biiyiik kismi rediikte halde
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tutulmalidir. Bu reaksiyonu da glutatyon rediiktaz katalizler. Glutatyonun glutatyon
rediiktazla indirgenmesi reaksiyonu NADPH’a ihtiya¢ duydugu icin heksoz monofosfat
yoluyla baglantilidir (Vincent vd., 2004; Memisogullari vd., 2003; Cherubini vd., 2005;
So6zmen, 2002). Yapilan g¢alismalarda diyabette GSH diizeylerinin saghkli kisilerden
anlamli sekilde diisiik oldugu rapor edilmektedir (Abou-Seif ve Youssef, 2004).

CCly ve alkol gibi toksik ajanlara maruz birakilmis siganlarda yapilan ¢aligmalarda da
calismamiza benzer sonuglar bulunmustur (Mehmetgik vd., 2008). Nitekim Eraslan vd.
(2010) yaptiklar1 galismada triklorofor karaciger hasari olusturduklar1 farelerin kan ve
dokularinda SOD, GSH-PX ve CAT aktivitelerinin anlamli olarak azalma gosterdigi
bildirilmistir.

Eraslan vd. (2008a) yaptiklar1 ¢alismada Karbaril pestisitinin si¢anlarda olusturdugu
oksidatif stres parametrelerini incelemis (SOD, MDA, CAT, GSH) ve polen ekstraklar ile
beslemenin tedavi edici etkisini ortaya koymustur. Yine baska bir ¢alismada (Eraslan vd.,
2008b) prokiirsoriin siganlardaki oksidatif etkisinin polenle besleme sonrasinda azaltildig:
ortaya konulmustur.

Siganlarda incelenen parametrelerin birbirleri ile olan korelasyonu incelendi ve
agirhik degisiminin eritrosit GSH ve MDA’s1 disindaki tiim parametrelerle korelasyon
gosterdigi tespit edildi. Bu anlamda AST (p:0,003; r:-0,421), ALT (p:0,003; r:-0,416),
plazma MDA (p:0,00; r:-0,558), karaciger MDA (p:0,003; r:-0,422) seviyeleri ile gii¢lii
negatif korelasyon gosterirken; eritrosit (p:0,19; r:0,333), plazma (p:0.00; r:0,521) ve
karaciger SOD (p:0,00; r:0,523) seviyeleri ile pozitif korelasyon gosterdi. Yine beklendigi
gibi AST-ALT arasinda giliglii bir pozitif korelasyon hesaplandi. Buna ilaveten AST
seviyeleri plazma ve karaciger MDA seviyeleri arasinda giiglii pozitif korelasyon (p:0,00;
r:0,373-0,848) tespit edilirken, SOD ve GSH seviyeleri ile arasinda gii¢lii negatif
korelasyon bulundu. ALT seviyelerinin diger parametrelerle korelasyonu AST’nin
korelasyonlari ile paralellik gosterdi.

Plazma, eritrosit ve karaciger MDA seviyelerinin birbirleri ile giicli pozitif
korelasyon gosterdigi tespit edildi. Bu korelasyonlar plazma MDA — karaciger MDA igin
p:0,002, r:0,430; plazma MDA-eritrosit MDA igin p:0,0022, r:0,328 olarak hesaplandi.
Eritrosit GSH seviyesi ile AST, ALT seviyeleri ve karaciger MDA seviyeleri arasinda
giiclii negatif korelasyonlar tespit edilirken, karaciger SOD seviyesi arasinda pozitif

korelasyon tespit edildi.
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Calismamizda siganlarin elde edilen verilerine SPSS programi ile diskiriminant
(ayrim) metodu uygulandi. Diskriminant analizi, birimleri en az hata ile ait olduklari
kitlelere ayirmak i¢in yapilan islemler toplulugu olarak tanimlanmaktadir. Diskriminant
analizinin temeli, incelenen birimlerin kitlesinin belirlenmesini saglayacak bir fonksiyonu
bulmak ve bu fonksiyonlar yardimiyla yeni gézlenen bir birimi siniflama hatast minimum
kilacak bicimde gruplardan birine atama yapmaktir (Yiiksel, 2002; Ozdamar, 1999;
Tatlidil,1996). Diskiriminant analizi dogrultusunda diskiriminant fonksiyonu yardimiyla
elde edilen merkezlerin birbirlerinden ayrildigi; bunlar iginde 1., 2. ve 3. gruplarin
merkezlerinin birbirlerine olduk¢a yakin oldugu; 4-7. gruplarin ise birbirlerinden oldukga
ayrim gosterdigi; 5. ve 7. gruplarin grup merkezlerinin birbirlerine daha yakin oldugu
goriildii. Bu calisma ile elde edilen serpilme grafigine bakildiginda gruplarin incelenen
parametreler cergevesinde rahatlikla birbirlerinden ayrilabildigi, kontrol gruplarinin ise
beklendigi ve amaclandigi gibi bir merkez ¢ergevesinde yogunlastigi goriildii.

Calismada CCly’tin toksik etkilerine bagli olarak oksidatif stresi artirdigi, polen ve
Silibininin ise meydana gelen bu strese karsi lipit peroksidasyonunu 6nleyerek, SOD ve
rediikte glutatyon gibi antioksidan molekiillerin miktarini arttirarak ve bir serbest radikal

temizleyicisi gibi rol oynayarak koruyucu etki yapabilecegi kanaatine varildi.



6. SONUC VE ONERILER

Daha ¢ok cicek tozu olarak bilinen polen, arilarin ¢i¢eklerden nektar toplamalari
sirasinda bacaklarina yapisarak kovana tasidiklar: dogal bir {irtindiir. Dogadaki tozlasmanin
biiyiik bir gogunlugu arilar tarafindan polenlerin taginmasi esnasinda saglanmaktadir. Polen
az miktarda bala karistifindan balin sifa kaynagi olmasinda biiyiik role sahipken polen
peletlerinin birlestirilmesinde kullanilan bal 6zleri de polene biyolojik aktivite ve kismi
tathilik katmaktadir. Polenin biyolojik degeri insan sagligini korumada ve ¢esitli
hastaliklarin dogal yollarla tedavi edilmesinde One ¢ikmaktadir. Yapisinda protein,
karbohidrat ve lipitlerden bagka sekonder metabolit olarak adlandirilan pek ¢ok vitamini,
fenolik ajanlar1 ve fitokimyasallar1 barindiran biyolojik olarak son derece aktif 6énemli bir
dogal {iriindiir. Biyolojik 6nemi bilesimine bagli olarak degisim gosterdiginden diger
apiterapik ar1 tirlinleri floral orijinine bagh olarak degismekle birlikte bazi polen tiirleri 6n
plana ¢ikmaktadir.

Nitekim planladigimiz ¢alismada Tiirkiye florasina ait Karadeniz bolgesinden dort
farkli polen tiirlinlin kimyasal ve fiziksel bilesimleri incelendi ve Dogu Karadeniz Bolgesi
Zonguldak yoresi kestane poleninin toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan
kapasitesi bakimindan daha yiiksek oldugu bulundu. Buradan hareketle planlanan in vivo
calismada planlanan dozlarda etkinligi daha iyi analiz edebilmek adina biyolojik etkinligi
en yiiksek olan polenin kullanilmasina karar verildi.

Palinolojik degerlendirmesinde kestane polenini agirlikli icerdigi tespit edilen
polenlerin oksidasyon ile olusturulan karaciger hasarini 6nlemedeki etkinligi ¢aligmada test
edildi ve karaciger hasarlarinm1 6nlemede etkin oldugu bildirilen, dogal bir bitkiden izole
edilen, flavonoid yapiya sahip Silibinin ile etkinlikleri karsilagtirildi. Sulu ortamda
hazirlanan ve gavaj yoluyla verilen iki farkli konsantrasyondaki polen i.p. yolla verilen
CCly ile birlikte siganlara verildi. Karaciger hasariin olusmasi ve hasarin tedavi siireci
ALT ve AST transaminaz enzimlerinin plazmadaki konsantrasyonlari ile, eritrosit, plazma
ve karaciger dokusundaki SOD, MDA ve GSH gibi parametrelerin seviyesi ile takip edildi.

Elde edilen veriler derlendiginde;

1) Bir gida maddesi olarak kabul edilen ve ar1 kovanlarindan polen tuzaklar ile
toplanan polenler, toplandiklar1 bolge florasina ve zamana bagli olarak oldukca degiskenlik

gostermekte oldugu, Haziran-Temmuz aylarinda Karadeniz bolgesinden toplanan ve
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calismamiza konu olan polenlerin birgok farkli bitki poleni ile birlikte kestane agirlikli bir
polen igerigi gosterdigi;

2) Calismada incelenen kestane polenlerinin oldukga yiiksek biyolojik aktiviteye
sahip oldugu, bunlar igerisinde Zonguldak/Eregli bolge polenlerinin daha yiiksek aktivite
gosterdigi;

3) Fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikleri ortaya cikarilan, in vitro ve in vivo
antioksidan etkisi aydinlatilan kestane poleninin iyi bir apiterapik {iriin oldugu

4) Calismamizda karaciger hasari olusturmak tizere secilen CCly’lin karacigerde ciddi
hasarlar olusturan oldukga toksik bir madde oldugu ve dlgiilen parametrelerde oksidasyon
gostergelerini (AST, ALT, SOD, MDA, GSH) 6nemli miktarlarda degistirdigi;

5) Caligmada denenen konsantrayonlarda serum fizyolojik, etanol ve zeytinyaginin
karaciger hasarina yol agmadigi, ancak etil alkoliin baz1 parametreleri olumsuz etkiledigi;

6) 200 ve 400 mg/kg sican basina gavaj yolla verilen polenlerin hasari dnlemede
etkin oldugu ve bu etkinligin polen konsantrasyonu ile orantili olarak degisim gosterdigi;

7) Deve dikeninden izole edilen ve bir flavolignin olan Silibinin’in 50 mg/kg
konsantrasyonda karaciger hasarini 6nlemede 200 mg/ kg polen beslemesinden daha etkili
oldugu, fakat bu konsantrasyonda si¢anlarin mide ve barsak sistemine zarar verdigi ve
ayrica kilo kaybina yol actig;

8) 400 mg/kg konsantrasyonda polenin karaciger hasarini 6nlemede etkili oldugu ve
ayni zamanda si¢anlari besledigi;

9) Intraperitonel yolla verilen CCl,’iin siganlarin antioksidan sistemleri iizerine etkili
oldugu ve lipid peroksidasyonuna neden oldugu, bu oksidasyon seviyesinin karaciger
dokusu, plazma ve eritrositlerde artan MDA sevilerinden anlasilabildigi;

10) CCl, oksidasyonunun siipereoksit dismutaz (SOD), rediikte glutatyon (GSH)
metabolizmalarimi etkiledigi ve inhibisyonlarina, sentezlerinde azalmaya neden oldugu ve
polen tedavisinin bu enzim seviyelerinde yiikselmeye neden oldugu;

11) Calismada kullanilan diskriminant analizi ile siganlarda yapilan gruplama
sonrasinda bu ayrim metodunun hayvansal caligmalarda etkin sekilde kullanilabilecegi
gOrilmiistiir.

Sonu¢ olarak bir gida maddesi olarak polenin etkin bir biyolojik aktiviteye sahip
oldugu, sulu ekstraktlarinin silibinine kiyasla oksidasyonu onleyici, olusan radikalik
ajanlar1 temizleyici ve olugan hasarlar1 tamir edici fonksiyona sahip oldugu belirlendi. Art

tirtinleri icerisinde 6nemli bir yere sahip olan ancak 6giinsel tiiketimde fazla kullanilmayan
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polenin insan sagligin1 korumada etkili olabilecegi ve kimyasal yollarla tedavi edilemeyen
karaciger hasarlarmin (akut, kronik hepatit, siroz) Onlenmesinde oral yola alinacak
polenlerin etkin olabilecegi diisiintilmektedir.

Calismada elde edilen verilere ilave olarak ¢alisma sonuclarinin desteklenmesi adina;

a) llerleyen calismalarda karaciger hasarinin belirlenmesinde AST ve ALT
enzimlerinden bagka karaciger biyopsileri ve histopatalojik testler kullanilmalidir.

b) Ayrica calisma klinik bazi calismalarla desteklenmeli, insan karaciger doku
hasarinin 6nlenmesindeki rolii ¢calisilmalidir.

c) Farkli floral orijinli polenlerin ve diger ar1 liriinlerinin etkileri de incelenmelidir.

d) Calismanin ileri agsamalarinda DNA hasari, diger antioksidan enzim aktiviteleri ve
karbonik anhidraz aktivitesi gibi parametreler de ¢alisiimalidir.

e) Polen alerjisi olan kisilerde de calisma denenmeli, bu kisilere polenlerden etken
maddelerin ekstre halinde verilmesi incelenmelidir.

f) Polenlerin giinliik tiikketimde miktarinin artirilabilmesi i¢in gidalarin (krem peynir,
bebek mamasi, yogurt, biskiivi vb...) igerisine katki maddesi ve/veya ingrediyen olarak

kullanilabilirligi Ar-Ge ¢aligmalari ile ortaya konulmalidir.



7. KAYNAKLAR

Abou-Seif, M.A. ve Youssef, A., 2004. Evaluation of Some Biochemical Changes in
Diabetic Patients, Clin. Chim. Acta., 346, 161-170.

Aebi, H., 1974. Catalase, In: H.U. Bergmeyer, (Ed): Methods  of  Enzymatic
Analysis, Academic Press, New York and London, 673-677.

Ahiskalioglu, A., 2007. Anemone narcissiflora Bitkisinin Karakterizasyonu Ve Biyolojik
Aktivitesinin Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, KTU, FBE, Trabzon.

Akkus, 1., 1995. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri, 1.Baski, Mimoza Yayinlari,
Konya.

Aksoy, F., 1977. Karacigerin Histolojisi, Tiirk Patoloji Dergisi, 4,3, 153-155.

Aksu, S., 1971. Bitkisel Maddeler Kimya ve Teknolojisi, istanbul, 68-98-217.

Aksit, D., Yildiz, Z., Celik, H. ve Sargon, M., 1998. Karin II: Karin Boslugu, Klinik
Anatomi, Ed., M. Yildirim, 5. Bask1, 216-219, Yiice Yay., Istanbul.

Aktas, M., 2005. Degirmenci,U., Ercan, S.K., Tamer, L., Atik, U., Tiirk Klinik Biyokimya
Dergisi, 3, 95-99

Akyol, E. ve Korkmaz, A., 2006. Varroa destructor’un Biyolojik Kontrol Yo6ntemleri,
(Biological Methods to Control of the Varroa destructor), Uludag Bee Journal, 6,2,
62-67.

Al Somai, N., Coley, K.E., Molan, P.C. ve Hancockb, M., 1994. Susceptibility of
Heliobacter pylori to the Antibacterial Activity of Manuka Honey, J.Royal Soc.
Med., 87, 9-12.

Alasalvar, C., Shahidi, F., Liyanapathirana, C. M. ve Ohshima, T. 2003. Turkish Tombul
Hazelnut (Corylus avellane L.) : 1. Compositional Chracteristics., J Agr. Food
Chem., 51, 3790-3796.

Aljadi, A.M. ve Kamaruddin, M.Y., 2004. Evaluation of the Phenolic Contents and
Antioxidant Capacities of Two Malaysian Floral Honeys, Food Chem., 85, 4, 513-
518.

Al-Mamary, M. A. ve Al-Meeri Al-Habori, M., 2002. Antioxidant Activities and Total
Phenolics of Different Types of Honey, Nutrition Res., 22, 1041-1047.

Almaraz-Abarca, N., Campos, MG., Avila-Reyes, JA., Naranjo-Jiménez, N., Corral, JH. ve
Gonzalez-Valdez, LS., 2007. Antioxidant Activity of Polyphenolic Extract of



116

Monofloral Honeybee-collected Pollen from mesquite (Prosopis juliflora,
Leguminosae), J. Food Compos Anal., 20, 119-124.

Almeida-Muradian, L. B., Pamplona, L. C., Coimbra, S. ve Barth, O. M.,2005. Chemical
Composition and Botanical Evaluation of Dried Bee Pollen Pellets, J. Food Compos
Anal., Madison, 18,1, 105-111.

Altimigik, M., 2011. http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01.pdf, 15 Ekim 2011.

Anderson, T.W.,2003. An Introduction to Multivariate Statistical Analysis, Third Edition”,
New Jersey: Wiley-Interscience.

Andrade, P., Ferreres, F., Gil, M.l. ve Tomas-Barberan, F.A., 1997. Determination of
Phenolic Compounds in Honeys with Different Floral Origin by Capillary Zone
Electrophoresis, Food Chem., 60, 79-84.

Antonenkov, VD., 1989. Dehydrogenases of The Pentose Phosphate Pathway in Rat Liver
Peroxisomes, Eur J Biochem, 183, 75-82.

AOAC, 2000. Official Methods of Analyses, Official Methods of Analysis of AOAC
International, CD-ROM. 17th edition, Arlington, VA: AOAC International.

Apak, R., Giiclii, K., Ozyiirek, M. ve Karademir, S.E., 2004. Novel Total Antioxidant
Capacity Index for Dietary Polyphenols and Vitamins C and E, Using Their Cupric
lon Reducing Capability in the Presence of Neocuproine: CUPRAC Method, J Agr.
Food Chem, 52, 7970-7981.

Armbrust, T., Batusic, D., Ringe, B. ve Ramadari, G., 1997. Mast Cells Distribution
in Human Liver Disease and Experimental Rat Liver Fibrosis, Indications for Mast
Cell Participation in Development of Liver Fibrosis, J Hepatol, 26, 1042-1054.

Arora, A., Nair, M. ve Strasburg, G.M., 1998. Structure-Activity Relationships for
Antioxidant Activities of A Series Of Flavonoids in A Liposomal System, Free
Radical Biology and Medicine, 24, 1355-1363.

Arrick, B. ve Nathan, C., 1984. Glutathione Metabolism as Determinant of The
Therapeutic Efficacy: A Review. Cancer Res, 33, 4224-32.

Arvanitoyannis, S., Chalhoub, C., Gotsiou, P., Lydakis-Simantiris, N. ve Kefalas, P.,
2005. Novel Quality Control Methods in Conjunction with Chemometrics
(Multivariate Analysis) for Detecting Honey Authenticity , Crit Rev Food Sci Nutr.,
45, 3, 193-203.

Aslan, D., 2005. Tietz,”’Klinik Kimyada Temel Ilkeler’, Besinci Baskidan Ceviri,
Palme Yaymcilik, 748-760.

Aslan, S., 1985. Modern Teshis Ila¢ ve Tedavi, Beta Basim Yayin Dagitim, Istanbul, 1,
258-273.


http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01.pdf
http://dx.doi.org/10.1016/S0891-5849(97)00458-9
http://dx.doi.org/10.1016/S0891-5849(97)00458-9
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713606380
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=t713606380~tab=issueslist~branches=45#v45
http://www.informaworld.com/smpp/title~db=all~content=g713982940

117

Aslan, A. ve Bayraktar, A., 1996. An Siitlerinin Kimyasal Bilesimi ve Beslenme
Agisindan 6nemi, II. Gida Miihendisligi Kongresi, Gaziantep.S:339-349, Apitherapy
Society (many case histories and literature reviews) Vol.2.

ATSDR, (Agency for Toxic Substances and Disease Registry), 2005.Toxicological Profile
for Carbon Tetrachloride, Atlanta: U.S. Department of Health and Human Services,
Public Health Service.

Aydemir, T. ve Kuru, K., 2003. Purification and Partial Characterization of Catalase from
Chicken Erythrocytes and The Effect of Various Inhibitors on Enzyme Activity, Turk
J Chem., 27, 85-97.

Aytekin, Y. ve Solakoglu, S., 2006. Temel Histoloji. 10. Baski, 322-344, Nobel Tip
Kitabevleri, Istanbul.

Bakkali, F., Averbeck, S., Averbeck, D. ve ldaomar, M., 2008. Biological Effects of
Essential Oils- a Review, Food Chem Toxicol., 46, 446-475.

Bal Tebligi, 2000. Tiirk Gida Kodeksi 2000/39 sayil1 Bal Tebligi.

Basaga, H.S., 1990. Biochemical Aspects of Free Radicals, Biochem. Cell. Biol., 68, 989-
998.

Basim E., Basim H. ve Ozcan M., 2006. Antibacterial Activities of Turkish Pollen and
Propolis Extracts Against Plant Bacterial Pathogens, J. Food Eng., 77, 992-996.

Bast, A., Haenen, G.R.M.M. ve Doelman, C.J.A., 1991. Oxidants and Antioxidants: State
of the Art, Amer J Med Sci., 91, 3625-3635.

Baydar, H., 1989. Tibbi, Aromatik ve Keyf Bitkileri Bilimi ve Teknolojisi, Siileyman
Demirel Universitesi Ziraat Fak. Yayinlari, Yayin no:51.

Bayrak, N., 2005. Ari Uriinlerinin (Bal, ar siitii, polen ve propolis) Mikrofloralarinin ve
Antimikrobiyal Aktivitelerinin Incelenmesi, Yiiksek lisans tezi, Firat Univ. FBE,
Elaz1g.

Baytop, T., 1999. Tiirkiye’de Bitkilerle Tedavi, Nobel Tib Kitabevi, Istanbul.

Baytop, T., 2001. Therapy with Medicinal Plants in Turkey (Past and Present),1st Ed.
Istanbul University, Istanbul.

Benzie, J., F., F. ve Strain, J. J., 1999. Ferric reducing/antioxidant power assay: direct
measure of total antioxidant activity of biological fluids and modified version for
simultaneous measurement of total antioxidant power and ascorbic acid
concentration, Meth. Enzymology, 299, 15-27.

Beratta, G., Granata, P., Ferrero, M., Orioli, M. ve Facio, R.M., 2005. Standardization of
antioxidant properties of honey by a combination of spectrophotometric / fluorimetric
assays and chemometrics, Anal. Chim. Acta, 533, 185-191.




118

Bismuth, H., 1982. Surgical anatomy and anatolical surgery of the liver, World J.Surg., 6,
1, 3-9.

Board, P., Coggan, M., Jonhnston, P., Ross, V., Suzuki T. ve Webb, G., 1990. Genetic
Heterogeneity of The Human Glutathione Transferases: A Complex of Gene
Families, Phar Ther, 48, 357-369.

Bogdanov S., Rieder K. ve Riiegg M., 1987. Neue Qualitdtskriterien bei
Honiguntersuchungen, Apidologie, 18, 267-278.

Bogdanov, S. ve Baumann, S., E., 1998. Bestimmung von Honigzucker mit HPLC, Mitt.
Gebiete Lebensm. Hyg., 79, 198-206.

Bonaga, G. ve Giumanini, AG., 1986. The volatile fraction of chestnut honey, J Apicult
Res, 25, 113-20.

Boyunaga, H. ve Celik C., 1996. Serbest radikaller ve hiicresel denge, Bilim Teknik
Derqisi, 347, 98-100,

Bravo, L., 1998. Polyphenol Chemistry, Dietary Sources, Metabolism And Nutritional
Significance, Nutr _Rev, 56, 317-333.

Bublitz, C. ve Steavenson, S., 1988. The pentose phosphate pathway in the endoplasmic
reticulum, J Biol Chem, 263, 12849-12853.

Burda, S. ve Oleszek, W., 2001. Antioxidant and Antiradical Activities of Flavonoids, J
Agric Food Chem, 49, 2774—2779.

Busaua, F.I.S., 1990. Biochemical aspects of free radicals, Biochem Cell Biol., 68, 989-
998.

Cai, Y. Z., Sun, M., Xingc, J., Luo ,Q. ve Corke, H., 2006. Life Sci., 78, 2872 — 2888.

Calderone, N. W. ve Johnson, B.R., 2002. The withinnest behaviour of honeybee pollen
foragers in colonies with a high or low need for polen, Anim Behav, 63, 749-758.

Campos, M.G., Webby, R.F., Markham, K.R., Mitchell, K.A. ve Da Cunha, A.P., 2003.
Age-induced diminution of free radical scavenging capacity in bee pollens and the
contribution of constituent flavonoids, J. Agric. Food. Chem., 51, 742-745.

Cannac, M., Pasqualini, V., Greff, S., Fernandez, C. ve Ferrat, L., 2007. Characterization
of phenolic compounds in Pinus laricio needles and their responses to prescribed
burnings, Molecules, 12, 1614-22.

Canuto, R.A., Muzio, G., Maggiora, M., Biocca, M.E. ve Dianzani M.U., 1993.
Glutathione S Transpherase, alcohol  dehydrogenase and  aldehyde
dehydrogenase activities during diethylnitrosamine carsinogenesis in rat liver,
Cancer Lett., 68, 177-183.



119

Cao, G., Sofic, E. ve Prior, R., 1997. Antioxidant and prooxidant behavior of flavonoids:
structure-activity relationships, Free Radical Biol Med., 22, 749- 760.

Carrera, S, Mitjavila, S. ve Derache, R., 1973. Effect of tannic acid on the digestive
availability of vit. B12 in rats, Ann. Nutr. Aliment, 27, 73.

Cassidy, A., Hanley, B. ve Lamuela-Raventos, R.M., 2000. Isoflavones, lignans and
stilbenes—origins, metabolism and potential importance to human health, J. Sci.Food
Agr. 80, 1044 1062.

Champe, P.C. ve Harvey, R.A., 1997. Glikozaminoglikanlar., Tokullugil A., Dirican M.,
Ulukaya E., Lippincott’s illustrated reviews serisinden, Biyokimya, Ikinci baski,
Nobel Tip Kitabevi, Istanbul, 147-156.

Chao, J.C., Huang, CH., Wu, SJ., Yang, SC., Chang, NC., Shieh, MJ. ve Lo, PN., 2002.
Effects of beta-carotene, vitamin C and E on antioxidant status in hyperlipidemic
smokers, J Nutr Biochem., 13, 427-434.

Cheeseman, K, H. ve Slater, T,F., 1993. An Introduction to Free Radical Biochemistry,
Brit Med Bull., 49,3, 479-480.

Chen, L.H., Boissonneault, G.A. ve Glauert, H. P., 1998. Vitamin C, Vitamin E and
Cancer (Review), Anticancer Res., 8, 739-748.

Cherbuliez, TH., 1997. Bee Venom Therapy-A Review, International Coference on: Bee
Product: Properties, Applications and Apitherapy P:54. Israel.

Cherubini, A., Ruggiero, C., Polidori., MC. ve Mecocci, C., 2005. Potential markers of
oxidative stress in stroke, Free Radical Biol Med., 39, 841 — 852.

Chung, KT, Wei, ClI. ve Johnson, MG., 1998. Are tanens a double-edged sword in biology
and health? Trends Food Sci Technol., 9, 168-175.

Chung, KT., Wong, TY., Wei, Cl., Huang YW. ve Lin, Y., 1998. Tanens and human
Health: a Review, Crit. Rev. Food Sci. Nutr.,38, 421-468.

Codex Standard For Honey, 1981. Supersedes the Codex European Regional Standard for
Honey (CODEX STAN 12).

Cotton, C. M., 1996. Ethnobotany : principles and applications. John Wiley & Sons,
Chichester ; New York.

Cowan, M.M., 1999. Plant products as antimicrobial agents, Clin Microbiol Rev., 12, 4,
564-582.

Crane, E., 1990. Bees and beekeeping: Science, Practice and World Resources. Cornstock
Publ., Ithaca, NY., USA.



120

Crawford, J.M., 2002. The Liver and the Biliary Tract, In “Robbins Basic Pathology”. Ed.
V. Kumar, R.S.Cotran and S.L.Robbins, 7th Ed., 592-611, Elsevier Saunders,
Philedelphia.

Cuevas-Glory, L.F., Pino, J.A., Santiago, L.S. ve Sauri-Duch, E., 2007. A review of
volatile analytical methods for determining the botanical origin of honey, Food
Chem., 103, 1032-1043.

Cakmak, 1., Aydmn, L., Camazine, S. ve Wells, H., 2002. Polen Traps and Walnut-Leaf
Smoke for Varroa Control, Amer Bee J., 142, 367-370

Calikoglu, E., Kiralan, M., Bayrak, A., 2006. Ucucu Yag Nedir, Nasil Uretilir ve
Tiirkiye'deki Durumuna Genel Bir Bakis, Tiirkiye 9. Gida Kongresi; Bolu, 24-26
May1s 2006.

Cay, A., Imamoglu, M., Unsal, M.A., Aydin, S., Alver, A., Akyol, A. ve Sarihan, H., 2006.
Does Anti-Oxidant Prophylaxis with Melatonin Prevent Adverse Outcomes Related
to Increased Oxidative Stress Caused by Laparoscopy in Experimental Rat Model? J
Surg Res., 135, 2-8.

Celik, N., Bulur, V.,1996. Cayir-mera ve yem bitkileri kaynakli hayvan zehirlenmeleri ve
beslenme bozukluklari, Tirkiye 3. Cayir-mera ve yem bitkileri kongresi, 17-19
Haziran, 51-58, Erzurum.

D’Andrea, V., Pe’rez, L.M. ve Pozzi, E.J.S., 2005. Inhibition of rat liver UDP-
glucuronosyltransferase by silymarin and the metabolite silibinin-glucuronide, Life
Sci., 77, 683-692.

Dashti, H., Jeppsson, B., Hégerstrand, I.,Hultberg, B., Srinivas, U., Abdulla, M. ve
Bengmark, S., 1989. Thioacetamide- and carbon tetrachloride-induced liver cirrhosis,

Eur. Surg. Res., 21, 83-91.

Davies, M.J., 1990. Detection of myoglobin - derived radicals on reaction of
metmyoglobin with hydrogen peroxide and other peroxidic compounds, Free Radic
Res, 10, 36-370.

Davies, B.H., 1976. Carotenoids in chemistry and biochemistry of plant pigments., Ac.
Press. London, 2, 38-165.

Devay, S. D., 2008. Karbon Tetrakloriir ile Deneysel Siroz Olusturulan Ratlarda Serbest
Radikal Metabolizmasi; Stobadin’in Antioksidan Etkisi, Uzmanlik Tezi, Gazi
Universitesi , Tip Fakiiltesi.

Dobson, H. E. M., Peng, Y. S., 1997. Digestion of pollen components by larvae of the
flower-specialist bee helostoma florisomne (Hymenoptera: Megachilidae), J. Insect
physio., 43, 89-100.

Dringen, R., Pawlowski P.G., 2005. Hirrlinger J., Peroxide detoxification by brain cells, J.
Neurosci. Res., 79, 157-165.




121

Durak, I., Canbolat, O., Kavutcu, M., Oztiirk, HS. ve Yurtarslani, Z., 1996. Activities of
total, cytoplasmic and mihochondrial superoxide dismutase enzymes in sera and
pleural fluids from patient with lung cancer, J.Clin. Lab. Anal., 10, 17-20.

Diindar, Y. ve ASIan,._R., 2000. Hekimlikte Oksidatif Stres ve Antioksidanlar, 1. Basim,
Afyon Kocatepe Universitesi, Afyon..

Edge, R., Mc Garvey, D.J. ve Truscott, T.G., 1997. The Carotenoids as Antioxidants-A
Review, J. Photoc. Photobio., 41, 189-200.

Elgiin, A, Tiirker, S., Bilgicli, N., 2005. Tahil ve Uriinlerinde Analitik Kalite Kontrolii,
S.U. Ziraat Fakiiltesi, Gida Miih. Yay., Konya.

Elkins, R., 1996. Bee polen royal jelly propolisand honey, Woodland Publishing, London.
Eraslan, G., Kanbur, M. ve Silici, S., 2008. Effect of carbaryl on some biochemical

changes in rats: The ameliorative effect of bee polen, Food Chem Toxicol., 47, 86-
91.

Eraslan, G., Kanbur, M., Silici, S. ve Karabacak, M., 2010. Beneficial effect of in honey on
trichlorfon induced some biochemical alterations inmice, Ecotoxicolo Environ
Safety, 73, 1084-1091.

Erdemir, 1., Zorba, E., Isik, O. ve Savucu, Y., 2005. Tek doz polen yiiklemesinin
dayaniklilik sporcularinda maksimal oksijen tiiketim ve kan parametrelerine etkisi,
F.U. Saglik Bilimleri Dergisi, 19,185-191.

Erdogan, Y. ve Dodologlu, A., 2005. Bal Arisi (Apis Mellifera L.) Kolonilerinin
Yasaminda Polenin 6nemi, Uludag Bee Journal, May, 5.2.

Ergezer, H., Cam, M., 2008. Tanenler: Siniflandirma, Yapilar1 ve Saglik Uzerine Etkileri,
Tiirkiye 10. Gida Kongresi; 21-23 Mays, Erzurum.

Erten, R., 2009. Karbontetrakloriir ile olusturulan deneysel karaciger hasarinda
dihydromyrcenol ve geranyl formate’in karacigeri koruyucu etkisi, Yuzinci Yil
Univ.Tip Fakiiltesi, Patoloji Abd., Uzmanlik tezi, Van.

Esterbauer, H., Gebicki, J., Puhl H. ve Jiigens, G., 1992. The role of lipid peroxidation and
antioxidants in oxidative modification of LDL, Free Radic Biol Med, 13, 341-90.

Evans, P., Lyras, L.ve Halliwell, B., 1999. Measurement of protein carbonyls in
human brain tissue, Methods Enzymol., 300, 145-156.

Evans, M.D. ve Cooke, M.S., 2004. Factors contributing to the outcome of oxidative
damage to nucleic acids, Bioessays, 26, 533-542.

Fantone, J.C. ve Ward, P.A., 1985. Polymorphonuclear Leukocyte Mediated and
Tissue Injury, Hum Pathol., 16, 973-978.



122

Felix, K., Rockwoodi, LD., Pretsch, W., Nair J., Bartsch, H., Bornkamm, GV. ve
Janz S., 2002. Moderate G6PD deficiency increases mutation rates in the brain
on mice, Free Radical Biol Med., 32, 663-673.

Frei, B., 1994. Reactive Oxygen Species and Antioxidants Vitamins mechanisms of
action, The Amer J Med., 97, 5-13.

Fridovich, 1., 1983. Superoxide Radical: An Endogenous Toxicant, Ann Rev. Pharmacol
Toxicol, 23, 239-257.

Fujii, A, Kobayashi, S, Kuboyama, N, et al., 1990. Augmentation of wound healing by
royal jelly in streptozotocin-diabetic rats, Jpn J Pharmacol, 53, 331-337.

Fuleki, T. ve Francis, F.J., 1968. Quantitative methods for anthocyanins. 2. Determination
of total anthocyanin and degradation index for cranberry juice, J. Food Science, 33-
78-83.

Garcia, SC, Schott, K, Chardo, M, Moro, A, Bulcdo, R, et al., 2008. Quantification of
reduced glutathione by HPLC-UV in erythrocytes of hemodialysis patients, Biomed
Chromatoqr., 22, 460-8.

Gergen, |., Radu, F., Bordean, D. ve Isengard, H.D., 2006. Determination of water content
in bee pollen samples by Karl Fischer titration, Food Control, 17, 176-179.

Giusti, M. M. ve Wrolstad, R. E., 2001. Unit F1.2.1-13.Anthocyanins, Characterization
and measurement with Uwvisible spectroscopy, In R. E. Wrolstad (Ed.), Current
Protocols in Food Analytical Chemistry, R.E. Wrolstad, and S.J.Schwartz, (eds.),
F1.2.1.-13, John Wiley&Sons, New York, NY, USA.

Gonza'lez Parama’s, A.M., Ba'rez, J.A.G., Marcos, C.C., Garci’a-Villanova, R.J. ve
Sa'nchez, J.S., 2006. HPLC-fluorimetric method for analysis of amino acids in
products of the hive (honey and bee-pollen), Food Chem., 95, 148-156.

Goth, L., 1991. A simple method for determination of serum catalase activity and revision
of reference range, Clin. Chim. Acta., 196, 143-51.

Groot H., 1994. Reactive oxygen species in tissue injury, Hepato-gastroenterol., 41, 328-
332.

Gudehithlu, K.P, Pegoraro, A.A, Dunea, G., Arruda, J.A. ve Singh, A.K., 2004.
Degradation of albumin by the renal proximal tubule cells and the subsequent fate of
its fragments, Kidney Int., 65, 2113-22.

Guven, A., Erginsoy, S., Kaya, N., 2003. Kazlarda karbontetrakloriir zehirlenmesinin
biyokimyasal ve patolojik parametrelere etkisi, Kafkas Univ. Vet. Fak. Dergisi, 9,
131-136.



http://www.nature.com/ki/journal/v65/n6/abs/4494512a.html
http://www.nature.com/ki/journal/v65/n6/abs/4494512a.html
http://www.nature.com/ki/journal/v65/n6/abs/4494512a.html

123

Giizel, C., 1996. Bir organ olarak karaciger, Tibbi Fizyoloji, (Guyton and Hall Textbook
ofmedical Physiology), Cavusoglu H., (Ceviri Editoru), Nobel Tip Kitabevi, Istanbul,
Sayfa 884.

Halliwell, B., 1996. Antioxidants in human health and disease, Ann. Rev. Nutr.,16,
33-50.

Halliwell, B., Aruoma., O.l., 1991. DNA damage by oxygen- derived species, Its
mechanism and measurement in mammalian systems, FEBS Lett, 281, 9-19.

Halliwell, B., 2007. Biochemistry of oxidative stres, Biochem Soc Trans., 35, 1147-1150.

Halliwell, B. ve Gutteridge, J.M., 2000. Free Radical in Biology and Medicine, Third ed.,
Oxford University Press, Oxford, 160-165.

Halliwell, B., 1990. How to characterize a biological antioxidant, Free radic. Res.
Commun,1:1-32.

Halliwell, B., Gutteridge J. M. ve Cross, E.C., 1992. Free Radical, Antioxidants, And
Human Disease: Where are we now? J Lab Clin Med., 119, 598-620.

Handa, S.S. ve Sharma, A., 1990. Hepatoprotective activity of andrographolide from
Andrographis paniculata against carbontetrachloride, Indian J Med Res, 92, 276-283.

Harris, E.D., 1992. Regulation of antioxidant enzyrnes, Faseb. J., 6, 2675-2683.

Harrison, P.M. ve Arosio, P., 1996. The ferritins: molecular properties, iron storage
function and cellular regulation, Biochim Biophys Acta., 1275, 161-203.

Harrison, P.M., 1997. Ferritin: an iron-storage molecule, Semin Hematol., 14, 55-70.

Hawkins, C.L. ve Davies, M.J., 2001. Generation and propagation of radical reactions on
proteins, Biochem. Biophys. Acta, 1504, 196-219.

Hayes, J.D. ve Pulford, D.J., 1995. The Glutathione S-Transferase supergene family:
Regulation of GST and the contribution of the isoenzymes to cancer chemoprotection
and drug resistance, Crit Rev Biochem Mol Biol, 30, 445-600.

Heidrick, M.L., Hendricks, L.C. ve Cook, D.E., 1984. Effect of dietary 2-mercaptoethanol
on the life span, immune system, tumor incidence and lipid peroxidation damage in
spleen lymphocytes of aging BC3F1 mice, Mech Ageing Dev, 27, 341-358.

Helle, R.A., Jesper, B.N. ve Fleming, N., 1997. Antioxidative enzyme activities in human
erithrocytes, Clin. Chem., 43, 562-68.

Hill, R., 1977. Propolis: The Natural Antibiotic, Thorsons Publish Ltd.,Wellingborough,
UK.



124

Horvath, M.E, Gonzales Cabello, R., Blazovics, A et al., 2001. Effect of silibinin and
vitamin E on restoration of cellular immune response after partial hepatectomy., J
Ethnopharmacol, 77, 227-232.

Human, H. ve Nicolson, W., 2006. Nutritional content of fresh, bee collected and stored
pollen of Aloe greatheadii var davyana (Asphodelaceae), Phytochemistry, 67, 1486-
1492.

Ingenbleek, Y. ve Carpentier, Y. A., 1985. A prognostic inflammatory and nutritional in-
dex scoring critically ili patients, Int J Vitam Nutr Res., 55, 91-101.

Inoue, S., Koya-Miyata, S., Ushio, S., lwaki, K., Ikeda, M. ve Kurimoto, M., 2003. Royal
Jelly prolongs the life span of C3H/HeJ mice: correlation with reduced DNA damage.
Exp Gerontol., 38, 965-969.

Inci, A., 1996. Sindirim Kanalinin Salg1 Fonksiyonlar1, T1bbi Fizyoloji, Ed. H. Cavusoglu,
9. Baski, 827-828, Nobel Tip Kitabevleri, istanbul.

Jain, S.K. ve Levine, S.N., 1995. Elevated lipid peroxidation and vitamin E-quinone levels
in heart ventricles of strep tozotocin-treated diabetic rats. Free Radic Biol Med., 18,
337-341.

Jelen, H.H., Wlazly, K., Wasowicz, E. ve Kaminski, E., 1998. Solid-phase microextraction
for the analysis of some alcohols and esters in beer: comparison with static headspace
method, J. Agric. Food Chem., 46, 1469-1473.

Jenkins, R. R. ve Tengi, J., 1981. Catalse Activity in Sceletal Muscle of Varying Fiber
Types, Experimentia, 37, 67-68.

Jerry, P., Liu, L., Zeng, M. ve Stamler, J.S., 2000. An apoptotic model for
nitrosative stress, Biochem, 39, 1040-1047.

Jialal, I. ve Grundy, S.M., 1993. Effect of combined supplementation with alpha-
tocopherol, ascorbate, and beta carotene on low-density lipoprotein oxidation,
Circulation, 88, 2780-2786.

Jo Bright Simon J., Hiscock, Philip E. ve James, John T., 2009. Hancock Pollen generates
nitric oxide and nitrite: a possible link to pollen-induced allergic responses, Plant
Physiol Biochem., 47, 1, 49.

Kamakura, M., Mitani, N., Fukuda, T. ve Fukushima, M., 2001. Antifatigue effect of fresh
royal jelly in mice, J Nutr Sci. Vitaminol, 47, 394-401.

Karatas, F., Munzuroglu, O. ve Giir, N., 2000. Ar1 polenlerindeki A, E ve C vitaminleri ile
selenyum diizeylerinin arastirilmasi, F.U. Fen ve Miih.Bilimleri Dergisi, 12, 219-
224,




125

Karatas, F. ve Serbet¢i, Z., 2008. An Polenlerindeki Adrenalin ve Noradrenalin
Miktarlarinin HPLC {le Belirlenmesi, Firat Univ. Fen ve Miih. Bil. Dergisi, 3, 419-
422,

Kataoka, M., Arai, N., Taniguchi, Y., et al., 2001. Analysis of antiallergic function of royal
jelly, Nat Med., 55, 174-180.

Ketterer, B., Harris, J.M., Talaska, G., Meyey, D.J., Pemple, S.E., Taylor, J.B., Lang, N.P.
ve Kadlubar, F.F., 1992. The Human Glutathione S-Transferase Supergene Family,
Its Polymorhism, and Its Effects on Suspectibility to Lung Cancer. Env Health Persp,
98, 87-94.

Khanbabaee, K. ve Ree, T., 2001. Tanens: Classification and definition, Nat. Prod. Rep.,
18, 641-649.

Kolankaya, D., Selmanoglu, G., Sorkun, K. ve Salih, B., 2002. Protective effects of
Turkish propolis on alcohol-induced serum lipid changes and liver injury in male
rats, Food Chem., 78, 213-217.

Kolayli, S. ve Keha E., 1999. A Comparative Study of Antioxidant Enzyme Activities in
Freshwater and Seawater Adapted Rainbow Trout, J Biochem Mol Toxicol., 13,6,
334-337.

Kolayli, S., Kiigiik, M., Duran, C., Candan F. ve Dinger, B., 2003. Chemical and
Antioxidant Properties of Laurocerasus officinalis Roem. (Cherry Laurel) Fruit
Grown in the Black Sea Region, J Agr Food Chem., 51, 7489-7494.

Konar, V., Ozdemir, F.A., Karatas, F., 2010. Ticari Ar1 Polenlerinde B Vitamini
Miktarlarinin Arastirilmasi, Firat Univ. Journal of Science, 22, 61-64.

Kono, S., Ikeda, M., Tokudome, S. ve Kuratsume, M., 1988. A case-control atudy of
gastric cancer and diet in northern kyushu, Japan. Jap. J. Cancer Res., 79, 1067-1074.

Krebs, H.A. ve Eggleston, L.V., 1978. The regulation of the pentose phosphate cycle in rat
liver. In: Weber G (ed). Adv enzyme regul. Oxford: Pergamon Press Ltd, 12, 421-33.

Krell, R., 1996. Value-Added Products From Beekeeping. FAO Agricultural Services
Bulletin No. 124 Food and Agriculture Organization of the United Nations Rome.

Kiigiik, M., Kolayli, S., Karaoglu, S., Ulusoy., E., Baltaci, C. ve Candan, F., 2007.
Biological activities and chemical composition of three honeys of different types
from Anatolia, Food Chem., 100, 526-534.

LeBlanc, B.W., Davis, O.K., Boue,S., DeLucca, A. ve Deeby, T., 2009. Antioxidant
activity of Sonoran Desert bee polen, Food Chem., 115, 1299-1305.

Lee, KH., 1992. Plant phenolics compounds as cytotoxic antitumour agents in phenolic
compounds in food and their Effects on health, I1I. Antioxidants and Cancer
Prevention, 367-379 ACS symposium Series 506, American Chemical Society.



126

Lee, RG., 1994. Fibrosis and cirrhosis. Diagnostic Liver Pathology.First Ed. Mosby-ear
Book Inc., 280-304.

Leja, M., Mareczek, A., Wyzgolik, G., Klepacz-Baniak, J. ve Czekonska, K., 2007.
Antioxidative properties of bee pollen in selected plant species, Food Chem., 100,
237-240.

Levy, HR., 1979. Glucose-6-phosphate dehydrogenases, In: Meister A (ed). Advan
Enzymol., New York: John Wiley and Sons Inc., 48, 97-191.

Liebelt, R.A., Lyle, D. ve Walker, J., 1994. Effects of a bee polen diet on Su and Growth
of Inbred Strains of Mice, Amer Bee J., 134, 615-620.

Lien, E.J., Ren, S.J., Bui, H.H. veWang, R. 1999. Free Radical Biol Med., 26, 285-294.

Linskens, H. F. ve Jorde, W., 1997. Pollen as food and medicine — A review. Econ Bot.,
51, 78-86.

Listowsky, I., Abramowitz, M., Hama, H. ve Niitsu, Y., 1988. Intracelluler binding and
transport of hormones and xenobiotics by GST, Rev., Drug Metab. Rev.,19, 305-318.

Liu, C.M., Ma, J.Q. ve Sun, Y.Z., 2010. Puerarin protects the rat liver against oxidative
stress-mediated DNA damage and apoptosis induced by lead, Exp Toxicol Pathol., 9,
XXX.

Magnusson, M., Sigfusson, N., Sigvalason, H., Johannesson, G.M., Magnusson, S. ve
Thorgeirsson, G., 1994. Low Iron-Binding Capacity as a Risk Factor for Myocardial
Infarction., Circulation, 89, 6, 2947-8.

Mahan, L. K., 1990. Nutrition and the allergic athlete, Jpn J Pharmacol., 53, 157-64.

Marghitas, L.A., Stanciu, O.G., Dezmirean, D., S., Bobis, O., Popescu, O., Bogdanov, S.
ve Campos, M.G., 2009. In vitro antioxidant capacity of honeybee-collected pollen of
selected floral origin harvested from Romania., Food Chem., 115, 878-883.

Masaki, N., Yamada, S., Ogata, I., Ohta, Y. ve Fujiwara, K., 1988. Enhancement of carbon
tetrachloride-induced liver injury by glucagon and insulin treatment, Res. Exp. Med.,
188, 27-33.

Matsui, T, Yukiyoshi, A, Doi, S, et al.,, 2002. Gastrointestinal enzyme production of
bioactive peptides from royal jelly protein and their antihypertensive ability in SHR,
J Nutr Biochem., 13,80-86.

McCotd, J.M. ve Fridovich, I., 1978. Thr biology and pathology of oxygen radieals,
Annals of Internal Med., 89, 122- 128.

Medeiros, K.C.P., Figueiredo, C.A.V., Figueredo, T.B., Freire K.R.L., Santosd F.AR.,
Alcantara-Neves, N.M., Silvaa, T.M.S. ve Piuvezama, M.R., 2008. Anti-allergic



127

effect of bee pollen phenolic extract and myricetin in ovalbumin-sensitized mice,
Journal of Ethnopharmacology, 119, 41-46.

Meglia, E.G., Jensen, S.K., Lauridsen, C. ve Waller, P., 2006. o -tocopherol concentration
and stereoisomer composition in plasma and milk from dairy cows fed natural or
synthetic vitamin E around calving, J. Dairy Res., 73, 227-234.

Mehmetcik, G., Ozdemirler, G., Toker, N.K., Cevikbas, U. ve Uysal, M., 2008. Effect of
pretreatment with artichoke extract on carbon tetrachloride-induced liver injury and
oxidative stres, Exp Toxicol Pathol., 60, 475-480

Mehta, A., Mason, P.J. ve Vulliamy, T.J., 2000. Glucose-6-phosphate dehydrogenase
deficiency, Bailliers Best Pract Res Clin Haematol, 13, 21-38.

Memisogullari, R., Taysi, S., Bakan, E. ve Capoglu, I., 2003. Antioxidant Status and Lipid
Peroxidation in Type Il Diabetes Mellitus, Cell Biochem Func., 21, 291-296,

Memisogullari, R., 2005. Diyabette Serbest Radikallerin Rolii ve Antioksidanlarin Etkisi,
Diizce T1p Fakiiltesi Dergisi, 3, 30-39.

Merken, H.M. ve Beecher, G.R., 2000. Measurement of Food Flavonoids by High-
Performance Liquid Chromatography: A Review, J. Agric. Food Chem., 48, 3, 577—
599.

Michiels, C., Raes, M., Toussaint, O.ve Remacle, J., 1994. Importance of Se-
glutathione peroxidase, catalase, Cu-Zn superoxide dismutase for cell survival
against oxidative stress, Free Radic. Biol. Med., 17, 235-248.

Mihara, M. ve Uchiyama, M., 1978. Determination of malondialdehyde precursor in
tissues by thiobarbituric acid test, Ann Biochem., 86, 271- 278.

Mikhail, T.H., Awadallah, R. ve El-Dessoukey, E.A., 1978. Effect of AMP on serum
minerals in carbontetrachloride hepatotoxicity, Z Ernahrungswiss, 17, 47-51.

Molan, P.C., 1997. Honey as an Antimicrobial Agent. International Coference on Bee
Product: Properties, Applications and Apitherapy, p:27,lsrael.

Moreira, L., Dias, L.G., Pereira, J.A. ve Estevinho, L., 2008. Antioxidant properties, total
phenols and pollen analysis of propolis samples from Portugal, Food Chem Toxicol.,
46, 3482-3485.

Nadkarni, G.D. ve Souza, N.B., 1988. Hepatic antioxidant enzymes and lipid peroxidation
in carbon tetrachloride-induced liver cirrhosis in rats, Biochem Med and Met Biol,
40, 42-5.

Nagai, T., Sakai, M., Inoue, R. ve Suzuki, N., 2001. Antioxidative activities of some
commercially honeys, royal jelly, and propolis, Food Chem., 75, 237-240.


http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf990872o?prevSearch=%255Bauthor%253A%2Bmerken%255D&searchHistoryKey=
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf990872o?prevSearch=%255Bauthor%253A%2Bmerken%255D&searchHistoryKey=

128

Naidu, K.A., 2003. Vitamin C in human health and disease is stil a mystery? An overview,
Nutr J., 2:7.

Nasuti, C., Gabbianelli, R., Falcioni, G. ve Cantalamessa, F., 2006. Antioxidative and
gastroprotective activities of anti-inflammatory formulations derived from chestnut
honey in rats, Nutr Res., 26, 130— 137.

Necas, J., Bartosikova, L., Benes, L., Janostikova, E., Bartosik, T., Klusakova, J., Florian,
T., Frydrych, M. ve Jurica, J., 2005. Biomed. Pap. Med. Fac. Univ. Palacky
Olomouc Czech Repub., 149, 2, 385-388.

Nenadis, N., Wang, L.F., Tsimidou, M. ve Zhang, H.Y., 2004. Estimation of scavenging
activity of phenolic compounds using the ABTS®*"assay, J Agr Food Chem., 52,
4669-4674.

Oeser, A., Tolbert, N.E. ve Schnarrenberger, C., 1973. Two isoenzymes each of G-6PD
and 6-PGD in spinach leaves, Arch Biochem Biophys., 154, 438-48.

Ogeturk, M., Kus, 1., Pekmez, H., et al., 2008. Inhibition of carbon tetrachloride-mediated
apoptosis and oxidative stress by melatonin in experimental liver fibrosis, Toxicol
Ind Health 24, 201-208.

Ohkawa, H., Ohishi, N. ve Yagi, K., 1979. Assay for lipid peroxides in animal tissue by
thiobarbituric acid reaction, Anl. Biochem., 95, 351-358.

Orhan, F., Sekerel, B., E., Kocabas, C., N., Sackesen, C., Adalioglu, G. ve Tuncer, A.,
2003. An Aller, Asthm. Immun., 90, 611-615.

Orzaez, Villanueva, M. T., Diaz Marquina, A., Bravo Serrano, R. ve Blazquez Abellan, G.,
2002. The importance of bee-collected pollen in the diet: a study of its composition.
Int J Food Sci Nutr., 53, 217-224.

Ouchemoukh, S., Louaileche, H. ve Schweitzer, P., 2007. Physicochemical characteristics
and pollen spectrum of some Algerian honeys, Food Control, 18, 52-58.

Ogetiirk, M., Colakoglu, N., Kus, M. A., Kus, 1. ve Sarsilmaz, M., 2009. Karbon
Tetraklorir ile Olusturulan Deneysel Akciger Hasarinda Kafeik Asit Fenetil Esterin
Koruyucu Etkinligi, F.U.Sag.Bil.Tip Derg., 23, 57 — 61.

Otles, S., 1995. Bal ve bal teknolojisi (Kimyas1 ve Analizleri). Alasehir Meslek Yiiksek
Okulu Yayinlar1 No:2, Izmir, 89s.

Ozcan, M., Ceylan, A., Unver, A. ve Yetisir, R., 2003. Antifungal Effect of Pollen and
Propolis Extracts Colleceted from Different Regions of Turkey, Uludag Aricilik
Derqisi, 3, 33-36.

Ozdamar, K., 1999. Paket Programlar Ile Istatistiksel Veri Analizi, Kaan Kitabevi,
Eskisehir.



129

Oztiirk, N., Tuncel, M. ve Tuncel, N.B., 2007. Determination of phenolic acids by a
modified HPLC: Its application to various plant materials, J Lig Chromatogr Relat
Techno., 30, 587-596.

Parola, M., Rubio, M., Varela, G., et al., 1996. Effects of S-adenosylmethionine on lipid
peroxidation and liver fibrogenesis in carbon tetrachloride-induced cirrhosis, J
Hepatol, 25, 2000- 2005.

Pernal, S. F. ve Currie, R. W., 2001. The influence of pollen quaality on foraging behavior
in honeybees (Apis mellifera L.), Behavioral Ecology and Sociobiology., 51, 53-68.

Persano Oddo, L. ve Piro, R., 2004. Main European unifloral honeys: descriptive sheets,
Apidologie, 35, 38-81.

Pirone, B. N., Ochoa, R.M., Kesseler, G.A. ve Michelis, A.D., 2007. Chemical
characterization and evolution of ascorbic asid concentration during dehydration of
Rosehip (Rosa eglanteria) fruits, Amer J Food Techn., 2, 377-387.

Polyakov, N. E., Leshina, T.V., Konovalova, T. A. ve Kispert, L. D., 2001. Carotenoids as
Scavengers of Free Radicals in a Fenton Reaction, Antioxidants, Pro-Oxidants, Free
Radical Biol Med, 31, 398-404

Pozo-Bayon, M.A., Pueyo, E., Martin-Alvarez, P.J. ve Polo, M.C., 2001
Polymethylsiloxane solid-phase microextraction-gas chromatography method for the
analysis of volatile compounds in wines: its application to the characterization of
varietal wines, J. Chrom. A, 922, 267-275.

Ray, B. ve Daeschel M. 1992. Food biopreservatives of microbial origin. In: Bacteriocins
of Starter Culture Bacteria as Food Biopreservatives:An Overview. CRC Press, Boca
Raton, FL, 177-205.

Recknagel, R., Glende, E.A., Dolak, J.A. ve Waller, R.L., 1989. Mechanisms of carbon
tetrachloride toxicity, Pharma Ther, 43, 139-154.

Rice-Evans, C.A., Miller, N.J. ve Paganga, G., 1997. Antioxidant Properties of Phenolic
Compounds, Trends Plant Sci., 2,4, 152-159.

Rice-Evans, C.A., Miller, N.J. ve Paganga, G., 1996. Structure-antioxidant activity
relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radical Biology and Medicine,
20, 933-956.

Robards, K., Prenzler, P.D., Tucker, G., Swatsitang, P. ve Glover, W., 1999. Phenolic
compounds and their role in oxidative processes in fruits, Food Chem., 66, 401-436.

Russell, J. M., Stephen, T. L., Dale, R. G., Kip, E. P. ve Lynn, F. J., 2007. Phytochemicals:
The Good, the Bad and the Ugly, Phytochemistry, 68, 2973-2985.




130

Russo, A., Cardile, V., Sanchez, F., Toroncoso, N., Vanella, A. ve Garbarino, J.A., 2004.
Chilean Propolis: Antioxidant Activity and Antiproliferative Action in Human Tumor
Cell Lines, Life Sci., 76, 5, 545-558.

Samur, G., 2006. Vitaminler Mineraller ve Sagligimiz, Sinem Matbaacilik, 1.basim,
Ankara, 1-2.

Sarikaya, A. O., Ulusoy, E., Oztiirk, N., Tuncel, M., Kolayli, S., 2009. Antioxidant activity
and phenolic acid content of chestnut honey and propolis, J Food Biochem, 33, 471-
481.

Sarikaya, A.O., Ulusoy, E., Kolayli, Tungel, M., 2007. iki Farkli Yontemle Toplanan
Kestane Propolislerinin HPLC Ile Fenolik Asitlerinin Tayini Ve Antioksidan
Aktivitelerinin Karsilagtirilmasi, 21. Ulusal Kimya Kongresi.

Saric’, A. Balog, T., Soboc"anec, S., Kusic’, B., , Sverko, V., Rusak,G., Likic’, S., Bubalo,
D., Pinto, B., Reali, D. ve Marotti, T., 2009. Antioxidant effects of flavonoid from
Croatian Cystus incanus L. rich bee pollen. Food Chem Toxicol., 47, 547-554.

Scalbert, A., 1991. Antimicrobial properties of tanen, Phytochemistry, 30, 3875-3883.

Schimidt, J. O., 1997. Bee product: Chemical composition and application. International
Coference on Bee product Properties, Applications and Apitheraphy. p 15-26. Israel.

Schmidt, J.O. ve Buchmann, S.L., 1992. Other products of the hive. In: The hive and the
honeybee J.M. Graham, ed. Dadant & Sons, Hamilton, Illinois, USA., 927-988.

Schiimann, J., Prockl, Kiemer, A. K., Vollmar, A. M., Bang, R. ve Tiegs, G., 2003.
Silibinin protects mice from T cell-dependent liver injury, J Hepatol., 39, 333-340.

Scott, WA., 1975. Glucose-6-phosphate dehydrogenase from neurospora crassa, Methods
Enzymol, 41, 177-82.

Seven A.ve Candan G., 1996. Antioksidan Savunma Sistemleri, Cerrahpasa J. Med.,
27, 41-50.

Shahidi, F. ve Naczk, M., 1995. Food Phenolics: Sources, Chemistry, Effects and
Applications. Technomic Pub. Co., Basel, Switzerland.

Sherlack, S. ve Dooley, J., 1987. Diseases of the Liver and Biliary System, Hepatic
Cirrhosis, 9th Ed, Blackwell Scientific Publications, 371- 384, London.

Sherlock, S. ve Dooley J., 1997. Anatomy and Function, In “Diseases of the Liver and
Biliary System”. Ed. Sherlock S. And Dooley J., 10th Ed., 8-16, Oxford Blackwel
Science Ltd., Oxford.

Shimiziu, 1., 2001. Antifibrogenic therapies in Chronic HCV infection. Current Drug
Targets, Infectious Disorders, 1, 227-240.




131

Shimiziu, 1., 2003. Impact of estrogens on the progression of liver disease., Liver Int., 23,
63-69.

Shimoda, M., Nakajin, S., Oikawa, T., et al., 1978. Biochemical studies on vasodilative
factor in royal jelly, Yakugaku Zasshi, 98, 139-145.

Sies, H., 1991. Oxidative Stres, From Basic Research to Clinical Application, Amer J
Medic, 91, 3, 31-37.

Silva, T.M.S., Camara, C.A., Silva Lins A.C., Barbosa-Filho, J.M., Eva Silva, M.S,,
Freitas, B.M. ve Santos, R.F.A., 2006. Chemical composition and free radical
scavenging activity of pollen loads from stingless bee Melipona subnitida Ducke, J
Food Compos Anal, 19, 507-511.

Singh, U. ve Jialal, 1., 2004. Anti-inflammatory effects of alpha-tocopherol, Ann N Y Acad
Sci., 1031,195-203.

Singleton, V.L. ve Rossi, J.A., 1965. Colorimetry of total phenolics with
phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents, Amer J Enol Viticult., 16, 144-158.

Sinnet, D., Krajinovic, M. ve Labuda, D., 2000. Genetic Suspectibility to Childhood Acute
Lymphoblastic Leukemia, Leuk Lym, 38, 447-462.

Sipes, 1.G., Mcquuen Ganddfi, A.J. ve Bond, J.A., 1997. Comprehensive Toxicology, 13-
Volume Set: General Principles.

Slater, T.F., 1982. Free radicals as reactive intermediates in injury. In: R Snyder, DV
Parke, JJ Kocsis, DJ Jollow, GG Gebson, CM Witmer (Eds). Biological Reactive
Intermediates Il: Chemical Mechanisms and Biological Effects. New York, Plenum
Press, 575-589. New York.

Slater, T.F.,1984. Free radical mechanisms in tissue injury, Biochem-J, 222, 1-15.

Smirnoff, N., 1996. The function and metabolism of ascorbic acid in plants, Ann. Bot-
London, 78, 661-669.

Snowdon, J. A. ve Clier, D.O., 1996. Microorganisms in honey, Int. J Food Microbiology,
31, 1-26.

Sorrells, K.M., Enigl, D.C. ve Hatfield, J.R., 1989. The effect of pH, acidulant, time and
temperature on the growth and survival of Listeria monocytogenes, J. Food Prot., 52,
571-573.

Sézmen, E.Y., 2002. Yaslanma biyokimyasi, In: Onat T, Emerk K, S6zmen EY, Insan
Biyokimyasi, Palme Yayincilik, Ankara.

Splettstoesser, W. D. ve Werner, S.P., 2002. Oxidative stress in phagocytes ‘The
Enemy Within’, Microsc Res Technique, 57, 441-455.




132

Stanley, R. G. ve Linskens, H. F., 1985. Pollen Biologie, Biochemie Gewinnung und.
Verwendung, Urs Freund Verlag Greifenberg-Ammersee, 344.

Steinberg, F.M. ve Chait, A., 1998. Antioxidant vitamin supplementation and lipid
peroxidation in smokers, Am J Clin Nutr., 68, 319-327.

Stolc, S., Bauer, V., Benes, L., Tichy, M., 1983. Medicine with antiarrhytmic,
antihypoxic activity and its method of preparation, Patents: CS 229 067,SWED.
8204693-9, BELG. 894148, SWISS 651 754, BRD P-3231088, SPAIN 553017, JAP.
151 4040.

Sullivan, J.L., 1989, The iron paradigm of ischemic heart disease, Am Heart J, 117, 1177-
88.

Sun., Y., Oberley, L. W. ve Ying., L., 1998. A simple Method for clinical of Superoxide
Dismutase. Clin. Chem., 34/3, 497-500.

Suschetet, M., 1975. Influence of tannic acid on the hepatic content of vitamin A in rats fed
a vitamin A containing diet or a vitamin A deficient diet, C. R. Seances Soc. Biol.
Fil., 169, 970.

Sahinler, N., 2000. Ar1 Uriinleri ve Insan Sagligi Agisindan Onemi , MKU Ziraat
Fakultesi Dergisi, 5, 139-148, 2000.

Simsek, F., 1999. Serbest Oksijen Radikalleri, Antioksidanlar Velipit Peroksidasyonu,
Turkiye Klinikleri, J. Pediatr, 8, 42-47.

Talpay, B., 1985. Spezifikationen fiir Trachthonige, Dtsch. Lebensmittel Rundschau, 81,
148-152.

Tamura, T., Fujii, A. ve Kumoyama, N., 1987. Antitumor effect of royal jelly, Folia
Pharmacol, 89, 73-80.

Tandogan, B. ve Ulusu, N.N., 2005. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz: molekiiler 6zellikleri
ve klinik 6nemi, Hacettepe T1p Dergisi, 36, 13-18.

Tanker, M., Citoglu, G. ve Soner, O., 1996. Rosa meyvelerinde pektin igerigi. Kusburnu
Sempozyumu Bildiriler Kitabi, Ekspres Ofset, 297-299, Glimiishane.

Tapiero, H., Tew, K. D., Ba, N. ve Mathe’, G., 2002. Polyphenols: Do they play a role in
the preventioan of Human pathogies?Biomed and Pharmacotherapy, 56, 200— 207.

Tathdil, H., 1996. Uygulamali Cok Degiskenli Istatistiksel Analiz, Akademi, Ankara.

Thrall, K.D., Vucelick, M.E., Gies, R.A,, et al., 2000. Comparative metabolism of carbon
tetrachloride in rats, mice, and hamsters using gas uptake and PBPK modeling, J
Toxicol Environ Health A , 60, 531-548.

TSE, 1989a. Polen. Tiirk Standartlari Enstitiisii. Ankara.



133

TSE An siitii, 1989b. Ar Siitii. Turk Standartlari Enstitisii. Ankara.
TSE Ari zehiri, 1989c. Ari Zehiri Tasarisi. Tiirk Standartlari Enstitiisii. Ankara.
Tuncok, Y., 2003. Toksikoloji Tanim1 Ve Tarihgesi, Farmakoloji Ozel Dergisi, 1, 1.

Uchida, K., 2000. Role of reactive aldehyde in cardiovasculer diseases, Free Radical
Biol Med., 28, 1685-1696.

Uchida, K., 2003. 4-Hydroxy-2-Nonenal: A product and mediator of oxidative stress,
Progr. Lip. Res., 569, 1-26.

Ulusoy, E., Sarikaya, A. O. ve Kolayl, S., 2007. Kestane Ballarinin Hplc Ile Fenolik
Asitlerinin Tayini ve Antioksidan Aktiviteleri, 21. Ulusal Kimya Kongresi.

Ulusu, N.N., Sahilli, M., Avci, A., Canbolat, O., Ozansoy, G., Ar1, N., Bali M., Stefek, M.,
Stolc, S., Gajdosik, A. ve Karasu, C., 2003. Pentose phosphate pathway, glutathione-
dependent enzymes and antioxidant defense during oxidative stress in diabetic rodent
brain and peripheral organs: effects of stobadine and vitamin E, Neurochem. Res,
Jun, 28, 815-823.

URL-1.. http://www.genetikbilimi.com/gen/serbest_radikaller.htm, Erisim:Mayzs, 2011.

URL-2: http://www.vcbio.science.ru.nl/en/virtuallessons/pollenmorphology/,
Erisim:Mayis, 2011.

URL-3. http://www.alergen.info.pl/alergen/atlas-roslin/c/castanea sativa.html
Erisim:Maysis, 2011.

Ustiindag, B., Bahgecioglu, IH., Sahin, K., Giilcii, F., Diizgiin, S., Ozercan, IH. ve Giirsu,
MF., 2005. F.U. Saglik Bil. Dergisi, 19, 263-271.

Valencia-Barrera, R.M., Herrero, B. ve Molnar, T., 2000. Pollen and organoleptic analysis
of honeys in Leon province (Spain), Grana, 39, 133- 140.

Van Haaften, R.1., Evelo, C.T., Penders, J., Eijnwachter, M.P., Haenen, G.R. ve Bast, A.,
2001. Inhibition of human glutathione S-transferase P1-1 by tocopherols and alpha-
tocopherol derivatives, Biochim Biophys Acta., 1548, 23-28.

Van Ye, T.M., Roza, A.M., Pieper, G.M., Henderson, J. Jr., Johnson, J.P. ve Adams, M.
B., 1993. Inhibition of intestinal lipid peroxidation does not minimize
morphological damage, J. Surg. Res., 55, 553-558.

Vas, G.Y., Koteleky, K., Farkas, M., Dobo, A., ve Vékey, K., 1998. Fast screening method
for wine headspace compounds using solid-phase microextraction (SPME) and
capillary GC technique, Am. J. Enol. Vitic., 49, 100-104.



http://www.genetikbilimi.com/gen/serbest_radikaller.htm
http://www.vcbio.science.ru.nl/en/virtuallessons/pollenmorphology/
http://www.alergen.info.pl/alergen/atlas-roslin/c/castanea_sativa.html

134

Vaya, J., Belinky, P.A. ve Aviram, M., 1997. Antioxidant constituents from licorice roots:
Isolation, structure elucidation and antioxidative capacity toward LDL oxidation,
Free Radical Bio. Med., 23, 302-313.

Viliers, A., Lynen, F., Crouch ve Sandra, P.,2004. Development of a Solid-Phase
Extraction Procedure for the Simultaneous Determination of Polyphenols, Organic
Acids and Sugar in Wine, Chromatographia., 59, 403-4009.

Vincent, A.M., Russell, JW., Low, P. ve Feldman, E.L., 2004. Oxidative Stress in the
Pathogenesis of Diabetic Neuropathy, Endocrine Rev., 25, 612—628.

Vural, N., 1984. Toksikoloji, Ankara Univ. Eczacilik Fak. Yay., No: 56, Ankara.

Wang, H., Wei, W., Wang, N.P., et al., 2005. Melatonin ameliorates
carbontetrachloride-induced hepatic fibrogenesis in rats via inhibition of oxidative
stres, Life Sci., 77, 1902-1915.

Weber, L.W., Boll M. ve Stampfl, A., 2003. Hepatotoxicity and mechanism of action of
haloalkanes: carbon tetrachloride as a toxicological model, Crit Rev Toxicol, 33,
105-136.

Whalen, R. ve Boyer, T.D., 1998. Human Glutathione S-Transferases. Sem Liver Dis,
18,4.

White, J. W., 1979. A Comprehensive survey, Heinemann, London, 157-158.

Williams, M. H., 1994. The use of nutritional ergogenic aids in sports: Is it an ethical
issue?, Int J Sport Nutr., 4, 120- 131.

Wollgast, J. ve Anklam, E., 2000. Review on Polphemols in Theobroma Cacao, Changes
in Composition During the Manufacture of Choconate and Methodology for
Identication and Quantification, Food Res Int., 33, 423-447.

Wood, T., 1986. Distribution of the pentose phosphate pathway in living organisms, Cell
Biochem Funct, 4, 235-40.

Wrolstad, R.E., Durst, R. ve Lee, W., 2005. Tracking color and pigment changes in
anthocyanin products, .J. Trends in Food Sci.Tech., 16,423.

Wu, D. ve Cederbaum, A.l., 2003. Alcohol, oksidative stres and free radical damage,
Alcohol Res Health, 27, 277-284.

Yagi, K., 1994. Lipid peroxides and related radicals in clinical medicine, In Free Radicals
in Diagnostic Medicine, 1st edition, Plenum Press, New York.

Yalcin, A.S., 1998. Antioksidanlar, Klinik Gelisim, 11, 342-6.

Yalin, S., Yalin, E. ve Aksoy, K., 2002. Tirkiye’de saptanan glukoz- 6-fosfat
dehidrogenaz varyantlari, 11, 1-14.



135

Yao, T, Esposti, S.D. ve Huang, L., 1994. Inhibition of carbon tetrachloride-induced liver
injury by liposomes containing vitamin E,_ Am J Physiol, 267, 476-484.

Yatsunami, K., Echigo, T., 1985. Antibacterial action of royal jelly, Bull Fac Aar., 25, 13—
22.

Yetim, H. ve Kesmen, Z., 2008. Gida Analizleri, Erciyes Univ. Ders Yayinlari,
Yay.no:163, Kayseri.

Yildiz, S.M., Anyirek, S.Y. ve Aksoy, K., 2010. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz
Genindeki Akdeniz Mutasyonunun Mikroarray Teknigiyle Saptanmasi, Turk J
Biochem, 35, 1, 63-66.

Young, I.S. ve Woodside, J.V., 2001. Antioxidants in health and disease, J Clin Pathol, 54,
176-186.

Yiiksel, I., 2002. Siiriicii Davranislarimin Stres Olusturucu Degiskenlere Bagli Olarak
Ongoriilmesi, Erciyes Universitesi Iktisadi ve Idari Bilimler Fakiiltesi Dergisi, 19,
173-182.

Yﬁkse;k, N., Altug, N., Agaoglu, Z. T., Karasu, A., 2005. Kopeklerde Karbontetrakloriir
Intoksikasyonunda Serum ve Karaciger Dokusu Mineral Madde Diizeylerinin
Arastirilmasi, YYU Vet Fak Derg, 16, 43-46.

Zaheer, N., Tewari, K.K. ve Krishan, P.S., 1967. Mitochondrial forms of glucose-6-
phosphate dehydrogenase and 6-phosphogluconic acid dehydrogenase in rat liver,
Arch Biochem Biophys, 120, 22-34.

Zimmerman, H. J. ve Maddrey, W.C., 1987. Toxic and Drug-Induced Hepatitis, In
“Diseases of the Liver”. Ed. L. Schiff and E.R. Schiff, &th Ed., 591-668, J. B.
Lippincott, Philadelphia.



OZGECMIS

10/09/1981 yilinda Giimiishane, Torul’da dogdu. Ilk ve orta dgrenimini Siran’da
tamamladi. 2002 yilinda Inonii Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi
béliimiinden lisans, 2005 yilinda yiiksek lisans derecesi aldi. Ocak 2007°de K. T. U Fen
Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim dalinda doktora programina basladi. Ozel sektdrde
cesitli gida fabrikalarinda (Giimiissu A.S.; Kral Pestil-Kome; Biiyiikbayraktar Ltd. Sti.)
mihendislik, yoneticilik ve danismanlik yapti. Diinya Bankasi, Tarim Bakanligi, A.B.,
DPT, Kalkinma Ajanslari, SODES, BAP gibi programlar kapsaminda arastirma, fabrika
kurulumlari, proses tasarimlari, iiriin gelistirme, egitim ve sosyal igerikli projeler yapti.
SCI ve diger indekslere kayithi yayinlari vardir. Belli donemlerde Kalkinma Ajanslart ve
Avrupa Birligi Egitim ve Genglik Programlar1 Merkezi Bagkanliginda bagimsiz dis uzman
ve degerlendirici olarak gorev almaktadir. 2005 yilindan bu yana Cumhuriyet Universitesi,
Sebinkarahisar Meslek Yiiksekokulu, Giresun Universitesi, Sebinkarahisar Meslek
Yiiksekokulunda gorev yapti. Halen Karadeniz Teknik Universitesi Magka Meslek
Yiiksekokulunda 6gretim gorevlisi olarak gorev yapmaktadir. Evli ve bir kiz ¢cocuk babast

olup Ingilizce bilmektedir.



	1 DISKAPAK
	2 doktora_ickapak1
	2doktora_ickapak2
	3 İçindekiler
	4 Giriş sayfa 1
	5 genel bilgiler 48
	6 Yapılan çalışmalar 73
	7 Bulgular 99
	8 Tartışma111
	9 Sonuç114
	10 KAYNAKLAR
	11 ÖZGEÇMİŞ 51



