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OZET

DUZCE YORESINE AIT PROPOLISLERDEN HAZIRLANAN
EKSTRAKTLARIN BAZI KIMYASAL VE BiYOLOJIK AKTiVITELERININ
BELIiRLENMESI

Hava KAMUK
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist, Kimya Anabilim Dali
Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS
Haziran 2020, 60 sayfa

Propolis, eski ¢aglardan bu yana bir¢ok alanda kullanilmakta olan Apidae ailesinden Apis
mellifera tiirii bal arilari tarafindan toplanan dogal bir {irindiir. Propolis, yapiskan,
reginemsi bir madde olmasinin yani sira igeriginde bulunan farkli bilesenler propolisin
kullanim alanin1 belirlemektedir. Propolisin fenolik ve flavanoid icerigi sebebiyle
antibakteriyel, antiviral, antifungal, antitlser, antiinflamatuvar, antioksidan ve antikanser
gibi cesitli biyolojik aktivite gdstermektedir. Tiirkiye’de propolis iizerine bir¢cok ¢alisma
yapilmis olmakla birlikte bu ¢alismalarda kullanilan propolise ait lokasyon bilgisinin
verilerek kimyasal kompozisyonlarinin belirlendigi calismalar olduk¢a azdir. Literatiire
bilgi kazandirmak amaciyla yapilan bu caligmada Diizce ilinden toplanan propolis
orneklerinden farkli ¢oziiciiler kullanilarak ekstraktlart hazirlanmistir ve bu ¢oziiciiler
icin % verim sonuglar1 hesaplanmistir. Hazirlanan ekstraktlarin fenolik ve flavanoid
icerikleri belirlenerek propolis ekstraktlarinin in vitro sartlarda C6 glial timor hiicre hattt
tizerinde etkinligini gostermek amaciyla WST-1 testi ile % canlilik ¢alisilmistir. Sonug
olarak; farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlar i¢in % verim, fenolik ve flavanoid
bilesen miktarinda farkliliklar oldugu goriilmiistiir En yiiksek verim sonucu etanolik
ekstraksiyon yontemi ile elde edilmistir. En yiiksek fenolik i¢erik 40,04 (mg GA/g) ve en
yuksek flavanoid igerik 2,30 (mg QE/g) etanol-su karisiminin kullanildigr ekstraksiyon
yontemi ile elde edilmistir. Ayrica C6 glial tlimor hiicreleri ile yapilan ¢alismada propolis
ekstraktinin konsantrasyonu arttiginda % canliligin azaldig1 gosterilmistir. Propolisin
hiicre hatti iizerine farmakolojik etki gostermesi sebebiyle ila¢ veya koruyucu/yardimci
madde olarak kullanimina olanak taniyabilir.

Anahtar sozcukler: C6 glial timor hicresi, Ekstraksiyon, Fenolik / Flavanoid bilesen,
Propolis, % Canlilik.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME CHEMICAL AND BIOLOGICAL ACTIVITIES
OF EXTRACTS PREPARED FROM PROPOLIS OF DUZCE

Hava KAMUK
Dizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS
June 2020, 60 pages

Propolis is a natural product collected by a type of honey bee named Apis Mellifera from
the Apidae family; which has been used in many areas since the ancient times. Besides
its sticky, adhesive and resinous structure, the substances of propolis determine its area
of usage. Due to its phenolic and flavonoid content, Propolis exhibits various biological
activities such as antibacterial, antiviral, antifungal, antiulcer, anti-inflammatory,
antioxidant and anticancer. Although there is a considerable amount of studies on propolis
in Turkey, it has been observed that these studies do not determine chemical compositions
of propolis by taking the factor of location into account. The study is conducted in order
to contribute data to the existing literature; while doing so, extracts were prepared using
different solvents retrieved from propolis samples gathered in Duzce province and %
yield results were calculated from these solvents. The phenolic and flavonoid contents of
the prepared extracts were determined and % viability was studied with WST-1 test in
order to demonstrate the efficacy of propolis extracts on the C6 glial tumor cell line in
vitro conditions. As a result; for extracts prepared with different solvents, there were
differences in % yield, amount of phenolic and flavonoid components. The highest yield
result was obtained by the ethanolic extraction method. The highest phenolic content
40,04 (mg GA/g) and the highest flavonoid content 2,30 (mg QE/g) were obtained by the
extraction method using a mixture of ethanol-water. In addition, in the study with C6 glial
tumor cells, it has been presented that when the concentration of propolis extract
increases, % viability decreases. It has also been shown that propolis collected from
Duzce region can be used as a drug or preservative / auxiliary agent since it has a
pharmacological effect on the cell line.

Keywords: C6 glial tumor cell, Extraction, Phenolic / Flavonoid component, Propolis
% Viability.
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1. GIRIS

1.1. PROPOLIS NEDIR?

Giiniimiizde kullanilan kimyasal kokenli ilaglarin istenmeyen bazi yan etkilerinin
olusmasi ve hastaliga sebep olan etmenlerin bu gibi ilaglara direng gostermesi insanlari
bitkisel ila¢g olarak isimlendirilen dogal iiriinlerin tiikketimine yOneltmistir. En ¢ok

kullanilan dogal {iriinlerden biri de ar1 tirtinleridir [1].

Arilar uzun yillar varliklarini stirdiirebilen, kendilerine ait dogal yasam ortamlar1 ve ¢cok
cesitli tiirleri olan canlilardir. Cesitliliklerinin zenginligi ve varoluslarinin 6nemi ar
tiriinlerinin kullanim alanlarini arttirmaktadir [2]. An {riinlerinin pek ¢ok hastaligin
tedavisinde ve hastaligin ilerlemesini engellemek icin kullanildig1 goriilmektedir. Bal,
polen, ar1 zehri, ar1 siitii ve propolisin tibbi amagli kullanimina Apiterapi denilmektedir

ve gecmisi ¢cok eskilere dayanmaktadir [3].

Propolis, genellikle Apis mellifera olarak adlandirilan bal arilar1 tarafindan
toplanmaktadir. Bal arilar1 bitkilerden propolisi toplama isleminde, once g¢eneleri
yardimiyla ¢ekerek koparirlar. Ardindan agizlarinda islatarak yumusak hale getirirler.
Baz1 enzimlerin ilavesiyle pellet haline getirirler. Daha sonra pelleti arka bacaklarinda

Sekil 1.1°de gosterildigi gibi polen sepetlerinde depo ederek koloniye tagimaktadirlar [4],
[5].

Sekil 1.1. Propolis toplayan bal aris1 [6].

Propolisin sozclik anlami eski Yunanca’dan gelmektedir. ‘Pro’, savunma, koruma

anlamina, ‘polis’ ise sehir anlamina gelir. Propolis, bal arilarinin kovanlarinin savunmasi
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ile ilgili olarak kullanilmistir [4]. Yunan yazitlarinda ve Romalilar doneminde arilarin
zararli mikroorganizmalara karst en glicli kimyasal silah1 olan propolisin dis
hastaliklarinda, iltihapli yara tedavilerinde kullanildig1 ayni zamanda propolis 6ziiniin
lapa benzeri bir karisima eklenerek kullanildigindan soz edilmektedir [2], [7]. Aym
zamanda propolisin reginemsi 6zelliginden dolay1 arilar tarafindan mumyalama maddesi,
tutkal ve dolgu maddesi olarak da kullanildigi bilinmektedir. Arilar kovana yaklasan
canlilar1 kovandan uzaklastiramadiklarinda bu canlilar1 propolis ile mumyalayarak
mikroorganizma {iremesini durdurur ve kolonilerin hastalik etmenlerine karsi

korunmasini saglamaktadirlar [4], [8].

Giliniimiize ulasan ¢alismalar sonucunda, propolisin antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antienflamatuar, anti-neoplastik, antililser, hepatoprotektif, antitimdoral, spazmolitik,
anestezik, antioksidan, antikanser 0zelliklere sahip olmasi ve igeriginde bulunan zengin
kimyasal bilesenler sayesinde apiterapi, ilag, gida ve biyokozmetik sektoriinde etken ve
koruyucu madde olarak kullanilmasimi saglamistir [9]-[12]. Propolisin diisiik kan
basincini, enfeksiyonlara karsi vicut direncini ve kolesterol seviyelerini arttirdigi,
dermatit tlrlerini hafiflettigi goriilmistiir [13]. Propolisin bunun gibi pek ¢ok 6zelligi
bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmis ve bu alanda propolisin biyolojik aktiviteleri,
farmakolojisi, kimyasal yapist ve terapotik kullanimi ile ilgili arastirmalar hala

devamliligini stirdiirmektedir [14].

1.2. PROPOLISIN BITKISEL KAYNAGI

Propolis, genellikle Apis mellifera olarak adlandirilan bal arilar1 tarafindan hus (Betula
alba), at kestanesi (Aesculus hippocastanum), kavak (Populus spp.), kestane (Castanea
sativa), kaym (Fagus sylvatica), ak¢aagag (Alnus glutinosa) agaglarindan ve bazi otsu
bitkilerin kozalak, genc surrgln, yaprak, kabuk ve bitki tomurcuklarindan elde edilir [15]-
[17].

Propolis icerigindeki bilesen miktarlar1 bitki tiirline ve cografi bolgelere gore degiskenlik
gostermekte ve buna bagli olarak biyolojik aktivitelerinin siddetinde farkliliklar

olmaktadir.

Ek olarak ayni iilke sinirlar1 icinde bile toplanma yeri ve zamani farkli oldugunda yapilan
arastirma sonuglar1 kantitatif ve kalitatif olarak etkilenmektedir. Propolis igerigindeki

farkliliklar bitki tiiriine, cografik bolgeye ve iklim gesitliligine gore Cizelge 1.1’de



gosterilmistir [18].

Cizelge 1.1. Bitki tiirii, cografik bolge ve iklime gore propolis igerigi [19].

Iliman Bolge

Tropikal Bolge

esterleri icerir.

Cografi Bat1 Asya, Avrupa, Yeni Brezilya, Guney Amerika, Avusturalya,
Konum Zelanda, Kuzey Amerika Veneziella
o Yesil propolis liretimi igin Baccharis
Kavak agaglar1 zengin bir o o ]
' dracunculifolia, Clusia minor, imza
Yaygin propolis kaynagidir. )
o . agaci (Clusia
Bitki Fenolik bilesen kavak . ]
L . Major), salon gami (Araucaria
Turu agaclarinda bol miktarda o
heterophylla), gibi bitkilerde
bulunur.
bulunmaktadir.
) Bilesen agisindan zengindir. o .
Propolis . Flavanoid bilesen sayist azdir. Tropikal
Iliman bdlgede flavanoidler, ‘ o
Bilesen ) A kesim terpenler acisindan zengindir.
. fenolikler, aromatik asit ve o ) o )
Igerigi Kumarik asit ve tirevlerini icermektedir.

1.3. PROPOLISIN FiZIiKSEL OZELLIKLERI

Propolis, belirli kendine 6zgii keskin kokusu olan, yapiskan ve alkolde ¢6ziinebilen bir

maddedir. Genelde 60-70°C’de eriyen propolisin bazi gesitlerinin erime sicakligi

100°C’yi bulmaktadir. Donduruldugunda sert bir yap1 kazanir. Propolisin bilesen igerigi

gibi rengi de toplandigi bolgenin cografik kosullarina, toplanma zamanina, toplandigi

bitki tiiriine, iklim kusaklarina ve bekleme siiresine bagli olarak mat, parlak, lifli ve farkl

renklerde bir goruntuye sahiptir. Propolisin rengi Sekil 1.2°de gosterildigi lizere saridan

kahverengiye kadar bircok sekilde gozlenir [20].




Sekil 1.2. Propolis 6rnegi a) Islem gérmemis propolis b) Blenderdan gegirilmis propolis.

1.4. PROPOLISIN KiMYASAL OZELLIiKLERi VE iCERiGINDE BULUNAN
BIiLESENLER

Propolisin kimyasal igerigi ¢ok bilesenli olup arilar tarafindan toplandigi bolgenin
florasiyla yakindan iliskilidir [21]. Propolis, fenolik asitler ve esterleri, polifenoller, yag
asitleri, kumarinler, B-steroidler, steroidler, alkoller, terpenler, seskiterpenler,
flavanoidler (flavonlar, flavononlar, flavonoller, dihidroflavonoller, kalkonlar),
stilbenler, aminoasitler ve inorganik bilesiklerden olusan 300'den fazla bilesen igerir ve
bilesen zenginliginden dolay1 farkli biyolojik 6zellikler sergilemektedir [22]-[24]. Bu
bilesenlerden en 6nde gelenlerinden biri de polifenollerdir [25]. Propolis bilesiminde

bulunan baslica bilesenler Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Propolisin bilesiminde bulunan maddelerin oranlar1 [22].

Bilesenler Ana Madde Miktar %
Flavonoidler
_ Terpenler
Recine i 45-55
Kumarinler

Fenolik asit ve esterleri

Bal mumu Doymamis yag asidi 25-35

Esansiyel Yaglar Ugucu bilesenler 10




Cizelge 1.2. (devam) Propolisin bilesiminde bulunan maddelerin oranlar1 [22].

Bilesenler Ana Madde Miktar %

Serbest aminoasitler

Polen Proteinler 5
Vitaminler (A, B, C vs.)

Organik madde ve
) Ketonlar 5
mineraller

1.4.1. Flavanoid Bilesikler

Flavanoidler, bitkisel kokenli olup meyve ve sebzelerde bulunan, yapilari ve 6zellikleri
bakimindan ¢esitlilik gosteren diisitk molekiiler agirlikli, genelinde flavon gekirdegine
sahip li¢ benzen halkasindan olusmakta olan heterosiklik yapidaki polifenolik bilesik
grubudur [26]-[29]. Gilinimiize ulasan kaynaklar incelendiginde bitkilerin birgcok
kisminda rastlanan yaklasik 4000’den fazla flavanoid bitkilerin aroma, koku ve renk

vermesini saglamaktadir [27].

Flavanoidler, antioksidan 0Ozellik gosteren biyolojik aktiviteye sahip ikincil bitki
bilesenleridir [29]. Aymi zamanda serbest radikalleri yakalamalari, antialerjen,
antibiyotik, antidilser, antiinflamatuvar, 1siktan koruma ve enzim aktiviteleri diizenleme
gibi etkileri oldugundan arastirmacilarin ve bu aragtirmalar sonucunda tip diinyasinin

ilgisini cekmektedir [30], [31]. Flavanoidlerin genel yapis1 Sekil 1.3’te gdsterilmistir.

Sekil 1.3. Flavanoidlerin kimyasal yapisi.

Propolisin yapisinda bulunan flavanoid bilesenler;

e Krisin (C1sH1004)
e Ramnositrin (C16H1206)
e Galangin (C15sH1005)



e Kaempferid (C16H1206)

e Kaempferol (C1sH100s)

e Apigenin (C1sH100s)

e Asesetin (Ci6H120s)

e Izohamnetin (C16H1207)

e Kuarsetin (C15H1007)

e Ramnetin (C16H1207)

e Izosakuranetin (C16H140s)

e Sakuranetin (C16H140s)

e Pinosembrin (C15H1204)

e izalpinin (C16H1205)

e Ermanin (C17H140g)

e Ramnazin (C17H1407)

e Inositol (CsH120s)

e Pinostrobin (C1sH1404)

e Luteolin (C15H100g)

e Kuarsetin-3,3’-dimetil (C17H1407)
e Pinobanksin (C15sH120s)

e Pinobanksin-3-asetil (C17H140s)
e Pektonaringenin (C17H1406) [32].

Flavanoidler ve diger bilesenlerin biyokimyasal aktiviteleri molekiildeki ¢esitli bolgelerin
yonelimleriyle alakalidir [26]. Merkezinde bulunan piran halkasinin oksidasyonuna gore
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler, flavanoller (katesinler
ve proantosiyanidinler) seklinde gruplandirilmaktadir [33]. Piran halkasinin
oksidasyonuna gore ayrilan gruplarin disinda farkli flavanoid gruplar1 ya da bu gruplarin

tdrevleri mevcuttur.

Flavonoller, flavonlar ve flavanonlar antoksantinler olarak isimlendirilmektedir [34],
[35].

1.4.1.1. Flavonlar

Flavonlar; maydanoz, biberiye gibi bitki ve tahillarda bulunmaktadir. Yaygin olan flavon
tdrleri apigenin ve lutelindir [36]. Flavonlarin kas-iskelet sistemi tizerinde kas gevsetici

ozelligi, 16sevi tedavisinde etkinligi ve anksiyete de etkisinin oldugu gosterilmistir [35].
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Flavonlarin kimyasal genel yapisi Sekil 1.4’te gésterilmistir.

LN

Sekil 1.4. Flavonlarin kimyasal yapisi.

Propolis iceriginde bulunan flavonlar;

Flavonlarin sentezlenmesiyle ara iiriin olarak kalkonlar olusmaktadir. Kalkonlar, dogal bir
bilesik grubudur. Kalkonlar iki benzen halkasinin arasinda ii¢ karbon atomuyla birbirine
baglanan doymus veya doymamis karbonil grubuna sahip flavanoid cinsidir [38].
Kalkonlarin genel yapist Sekil 1.5’te gosterilmistir. Flavanoid biyosentezinde énctdir ve

ekolojik rolleri vardir. Bunun yani sira, kalkonlar ¢esitli konformasyonlarda var olabilen

Luteolin (C15H100s)

Apigenin (C15H100s)

6-Sinnamil krisin (C2sH1504)

Hekzametoksi flavon (C2:H220g)’ dur [36], [37].

bilesenlerdir [39].

O
7T

Sekil 1.5. Kalkonlarin kimyasal yapist.

Propolis igeriginde bulunan kalkonlar;

Alpinetin kalkon (C16H1404)
Naringenin kalkon (C15H1205)
Pinostrobin kalkon (C1sH1404)
Pinosembrin kalkon (C1sH1204)
Sakuranetin kalkon
Pinobanksin kalkon

Pinobanksin-3-asetat kalkon



o 2'4’° 6-trihidroksidihidro kalkon

e 2,6-dihidroksi-4-metoksikalkon

e 2. 4’ 6-trihidroksi-4-metoksikalkon

e 3,4,2',3-tetrahidroksikalkon

o 4 4A'-dihidroksi-2'-metoksikalkon kalkonlar [32], [37], [84].

1.4.1.2. Flavonoller

3-hidroksiflavon yapisinda olan flavonoller sogan, ¢ay, armut ve baklagil gibi besinlerin
cogunda bulunmaktadir [35], [36]. En yaygin flavonol tiirleri kuersetin ve kaempferoldiir
[36]. Flavonollerin antioksidan biyolojik aktivite gostermesiyle deoksiribonikleik asitin
(DNA) oksidatif etkisini en aza indirgemede etkin oldugu, 6zellikle kadinlarda ortaya
cikan kalp hastaligi belirtilerini ve riskini 6nleme, kanserli hiicre olusumunu ve

olgunlagmasini engellemek gibi pozitif etkilerinin oldugu gdsterilmistir [35].
Propolis igeriginde bulunan bilesenler;

o Kuersetin tlrevleri

e 2'-Geranil kuarsetin

e Macarangin

e Galangin turevleri

e Pinobanksin turevleri

e (2S) -5,7-Dihidroksi-4'-metoksi-8-fenil flavanon

e 3'4' 6-Trihidroksi-7-metoksi flavanon

e Sigmoidin B
e Propolin E
e Propolin A

e Hesperidin-5,7-dimetil eter

e (2R, 3R) -6 [1- (4'-Hidroksi-3'-metoksifenil)
e 7-O-fenil strobopinin

e 7-O-fenil pinosembrin

e Bonannione A

e Solofenol A

e (2S)-7-Hidroksiflavanon

e (2S)-Naringenin



e (2S) -Dihidro Baicalein
e (2S) -Dihidro Oroksilin A. [37].

1.4.1.3. Flavanonlar

Daha ¢ok meyan koku, baharatlar, turuncgil ve baklagillerde rastlanmaktadir. Diger
flavanon kaynagi ise meyve sulari ve narenciyelerdir [36]. Kimyasal yapilart Sekil 1.6

da gosterilmistir.

N

. [
X 7

o

o

Sekil 1.6. Flavanonlarin kimyasal gdsterimi.

Propolis igeriginde bulunan flavanonlar;

¢ (2R,3R)-3,7-Dihidroksi-6-metoksflavanone
e Alnustinol

¢ (2R, 3R)-3,6,7-Trihidroksiflavanon

e Garbanzol (Ci5H120s)

e 5-Metoksi-3-hidroksiflavanon [37].

1.4.1.4. Izoflavanoidler

Izoflavonoidler baglanma sekillerine gore kendi iginde izoflavan, izoflavanonlar,
izoflavanoler, izoflavonlar, izoflav-3-enler, pterokarpanoidler, arilkumarinler,

kumestanlar, rotenoidler seklinde ayrilmaktadirlar [41].

Izoflavonlar fitoostrojenikler olarak anilan bitki sinifinda malonil glikozit, asetil glikozit,
aglikon (seker olmayan) ve glikozit yap1 olmak iizere dort temel yapida bulunurlar [41],
[42]. Aglikon yapilar glistein, genistein ve daidzein gibi bag yapmamis yapilardir [42].
Genistein ve daidzeinin kanserin 6nlenmesi ve karsinogenezin inhibasyonu ile ilgili
onemli etkileri ortaya ¢ikmistir [43]. Bu etkilerinden dolay1 en ¢ok arastirmasi konusu

olan grup izoflavonlardir [42].

Izoflavonoidlerin etki ve tepkileri, gastrointestinal sistemdeki davranislarma baglhdur.
Bagirsak mikrobiyatasinin bazilari izoflavanoidlere doniisebilir ve gastrointestinal sistem

tizerinde etkileri hem azaltma hem de arttirma egilimindedir [44]. izoflavanoidlerin
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dogrudan ya da dolayl olarak antioksidan, antimutajenik, antifungal, anjiyojenize inhibe
edici, antidstrojenik ve antiproliferatif gibi etkileri oldugu goriilmistiir [43], [45]. Sekil

1.7°de izoflavonlarin kimyasal yapis1 gdsterilmistir.

Sekil 1.7. izoflavonlarm kimyasal yapist.

Propolis igeriginde bulunan izoflavanoidler;

e Odoratin (C17H1406)

e Kalikozin (C16H120s)

e Medikarpin (C16H1404)

e Homopterokarpin (C17H1604)

o 4'7-dimetoksi-2"-isoflavonol (C17H1404)
e Daidzein (C15H1004)

e Formononetin (C16H1204)

e Ksenognosin B (C16H1205s)

e Biochanin A (C16H1205)

e Pratensein (C22H22011)

e 2'-Hidroksibiochanin A (C16H1206)
e (3S)-Vestitone (C16H1405)

e (3S)-Violanone (C17H1606)

o (3S)-Ferreirin (C16H140s)

e Biochanin (Ci16H120s) [37], [46].

1.4.1.5. Neoflavanoidler

Neoflavonoidler, 3,4-dehidro-4-arilkumarin, neoflaven 4-arilkumarin olmak Uzere (g
gruba ayrilmaktadir. Hem kimyasal yapilarindan dolayr hem de biyogenetik
ozelliklerinden dolay1 izoflavanoidlere ve flavonoidlere benzemektedirler [47]. Sekil

1.8’de neoflavanoidlerin kimyasal yapilar1 gosterilmistir.
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Sekil 1.8. Neoflavanoidlerin kimyasal yapilari a) 3,4-dehidro-4-arilkumarin b)

Neoflaven c) 4-arilkumarin.

Propolis igeriginde bulunan neoflavanoidler;

4-metoksidalbergio (C16H1403)
3,8-dihidroksi-9-metoksipterokarpan (C16H140s)
3,4-dihidroksi-9-metoksipterokarpan (C16H140s)
3-hidroksi-8,9-dimetoksipterokarpan (C17H160s)
3,10-dihidroksi-9-metoksipterokarpan (C1sH140s)
6a-Etoksimedikarpin (C1gH180s)
4-metoksimedikarpin (C17H160s) [48]-[51].

1.4.2. Terpenler

Terpen ile terpenoidler, 25.000°den fazla bilesik bulunduran bitki metabolitleridir. Terpen
terimi, bir hidrokarbon molekiliine, terpenoid ise degistirilmis hidrokarbon molekdliine
karsilik gelir. Propolisin en aktif bilesenlerden biri terpenler olup, en bol bulunan ugucu
bilesenleridir. Terpenlerden dolay1r propolisin kendine has kokusu ve tad: vardir.
Terpenler 7 baslik altinda toplanmaktadir. Bunlar; hemiterpenler, monoterpenler,
seskiterpenler, diterpenler, triterpenler, tetraterpenler ve politerpenlerdir. Bu basliklarin
altinda seskiterpen grubu ana terpen grubunu olusturmaktadir. Propolis i¢in 6nemli diger

terpenler Sekil 1.9’da yapilar1 gosterilen monoterpenler, triterpenler ve diterpenlerdir

[52],

[53].
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Sekil 1.9. Propolis igeriginde bulunan terpen gruplari a) Monoterpen b) Diterpen ¢)
Triterpen d) Seskiterpen.

Terpenler kendi i¢inde dorde ayrilmaktadir. Bu gruplar asagida gosterilmistir.
1.4.2.1. Monoterpenler

e Kafur (C1oH160)

e trans-B-Terpineol (C10H180)
e Kampen (CioH1s)

e Borneol (C10H150)

e Linalol (C10H180) [54].

1.4.2.2. Seskiterpenler

e alfa-Cadinol (C15H260)

e alfa-Bisabsolol (C1sH260)

e alfa-Eudesmol (C15H260)

e Dbeta-Patchoulene (CisH24)

e alfa-Ylangene (Cis5H24)

e gama-Elemen (CisH24)

e Valensen (CisH24) [54]-[56].

1.4.2.3. Diterpenler
e Imbrikataloik asit (C20H3203)
e Manoil oksit (C20H340)
e Abietik asit (C20H3002)

e Ferruginol (C2oHz00)
e Neoabietik asit (C20H3002)
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Totarolone (C2oH2502)

Sempervirol (C20H300)

Imbrikatoloik asit (C20H3403)

Pimarik asit (C20H3002)

13-Hidroksi-8(17), 14-labdadien-19-oik asit (C20H250s)
Dehidrobietik asit (C20H2502)

Dihidroagatik asit (C20H3204) [37], [57].

1.4.2.4. Triterpenler

Germanikol asetat (C32Hs205)
alfa-Amirin asetat (CssHs202)
Lupeol asetat (C32Hs5202)
Lanosterol (C3oHs00)
alfa-Amiron (C3oHasg0)
Lupeol (CzoHs00)
beta-Amirin asetat (C32Hs20;)
beta-Amiron (C29H460) [58].

1.4.3. Kumarinler

Kumarinler, bitkilerde bulunan, Ce-C3 yapisina sahip olan fakat sinamik asitlerden Cs
yapisina bagli heterosiklik oksijen bulundurmasiyla ayrilan, benzo-a-piron turevleri olan
yapilardir [28], [59], [60]. Uc¢ ana gruba ayrilirlar. Bunlar; basit kumarinler,
furanokumarinler ve piranokoumarinlerdir. Kumarinlerin her bir alt grubu farkli
polariteye sahiptir. Fakat her bir grup kendi icinde benzer polariteye ve benzer kimyasal
yapiya sahiptir. Modern kimyasal ve farmasotik c¢alismalar, propolisin Onemli
bilesiklerinin esas olarak basit kumarin i¢eren kumarinler oldugunu ortaya koymustur.

Genel etkilerinin yaninda antipiretik ve spazmolitik etkileri de vardir [60].

Kumarinler, bitkilerin hastaliklara ve bocek gibi canlilara karsi direncinin arttirir. Ayni

zamanda ultraviyole (UV) toleransinda rol oynayan ¢ok sayida kumarin bulunmaktadir

[28]. Sekil 1.10’da kumarinin kimyasal yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 1.10. Kumarinin kimyasal yapisi.

Propolis igeriginde bulunan kumarinler;

e Eskilin (C15H1609)

e Dafnetin (CsHgO4)

e Fraksetin (C1oHgOs)

e Umbelliferon (CoHeO3)

e 4-metilumbelliferon (C1oHsOs)
e 4-hidroksikumarin (CoHgO3)

e Herniarin (C10HsOs) [61].

1.4.4. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, meyve ve sebzeler dahil olmak {izere bitki alemindeki en yaygin ve
cok sayida dagilmis madde gruplarindan birini olusturan basit molekiillii

fitokimyasallardir [25], [62].

Fenolik bilesiklerin bitkilerde renk, koku ve tattan sorumlu olmasinin yaninda, bitkilerde
cekici renkler olusturarak, boceklerin bitkilere yonelmesini ve tozlagmanin olmasini
saglamaktadir [63], [64]. Aymi zamanda bu bilesiklerin bitki yapragm UV
radyasyonundan ve mantar patojenlerinden koruduguna inanilmaktadir. Bu etkilerinin
yan1 sira enerji transferinde, bitki biiylime hormonlarinin eylemlerinde, fotosentez ve
solunum kontrolinde ve cinsiyet tayininde de etkindirler [64]. Oksidatif stres ile ilgili
cogu hastaligin tedavisi igin Kilit rol oynarlar. Oksidatif strese kars1 vitamin ve enzimlerin
fonksiyonlarini tamamlayan ve islevlerine katki saglayan, oksidatif strese karsi savunma
gorevi gosteren giclu antioksidanlardir. Bu bilesenlerin antioksidan aktivitesi radikal
temizleme etkisine dayandirilmaktadir [63]. Antioksidan aktivitesine dair yapilan
calismalarin ¢ogu in vitro ¢alismalara dayanmasina ragmen, devam etmekte olan ¢alisma
ve kanitlar in vivo olarak antioksidan islevlerinin Otesinde etki edebildiklerini

gostermektedir [41].

Bu bilesiklerin antikarsinojenik, antienflamatuar, antitrombotik, bagisiklik diizenleyici ve
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analjezik aktiviteler sergiledigi ve bu fonksiyonlar1 antioksidanlar olarak gosterdikleri

rapor edilmistir [13].

Fenolik bilesiklerin temelde dayandigi yapir fenoldiir [28]. Sekil 1.11’de bu yapi
gosterilmistir. Fenolik bilesikler, yapisinda oksijen bulunan aromatik bilesiklerden
olusan, bir veya birden ¢ok hidroksil (OH") grubu tasiyan yapisinda en az bir aromatik
halka bulunduran organik yapidaki bilesiklerdir [65].

OH

Sekil 1.11. Fenolik halkanin gdsterimi.

Genel olarak, fenolik bilesikler temel yapilarina bagl olarak en az 10 tiire ayrilabilir.
Bunlar basit fenoller, fenolik asitler, antrakinonlar, naftokinonlar, ksantanlar, kumarinler
ve izokumarinler, stilbenler, flavanoidler ve ligninlerdir [62]. Cizelge 1.3’te karbon atom

sayilarina gore siniflandirmalar1 verilmistir.

Cizelge 1.3. Bitkilerdeki Fenolik Bilesik Smiflari [30].

Karbon (C) Atom Sayisi Temel Yap Bulundugu Smmif
Basit Fenoller
6 Cs .
Benzokinonlar
7 Ce-C1 Fenolik asitler
Asetofenonlar
8 Ce-C2 ) o
Fenilasetik asitler
Hidroksisinnamik asitler
Fenil propenler
9 Ces-C3 P p
Kumarinler
Izokumarinler
10 Ce-C4 Naftakinonlar
13 Ces-C1-Ce Ksantonlar
Stilbenler
14 Ce-C2-Cs .
Antrakinonlar
Flavonoidler
15 Ces-C3-Cs .
Izoflavonoidler
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Cizelge 1.3. (devam) Bitkilerdeki Fenolik Bilesik Siniflar1 [30].

Karbon (C) Atom Sayisi Temel Yap Bulundugu Simif
Lignanlar
18 (Ce-Ca)2 )
Neolignanlar
30 (C6-Cs3-Ce)2 Biflavonoidler

Propolis igeriginde bulunan fenoller, fenil propanoidler olarak bilinen pumumik asit,
sinnamik asit, ferulik asit, kafeik asit ve bunlarin tiirevleri agisindan zengindir [58].
Kafeik asit fenil esterin (CAPE) ve sinnamik asidin antitimdr aktivitesi oldugu

bilinmektedir. CAPE ayrica antioksidan 6zellige sahiptir. [66].
1.4.4.1. Benzoik Asit ve Turevleri
Propolis iceriginde bulunan benzoik asit ve tiirevlert,

e Benzoik asit (C7HsO2)

e Gallik asit (C7HsOs)

o Salisilik asit (C7HsOs)

e Gentisik asit (C7HsO4)

e Benzoik asidin fenilmetil esteri (CasHsgOsg)
e Trans-koniferil benzoat (C17H1604)
Protokatekuik asit (C7HeO4) [40].

1.4.4.2. Benzaldehit Turevleri

e Vanilya (CgHgO3)
e Kaproik aldehit (C¢H120)
e {zovanilin (CsHsOs)

e Protokatekuik aldehid (C7HsOs) [40].

1.4.4.3. Sinamil alkol ve sinamik asit tlirevleri

o Kafeik asit (CgHsO4)

e p-kumarik asit (CgHgO3)

e Sinamik asit (CoHsO2)

e Ferulik asit (C10H1004)

e Dimetoksi sinnamik asit (C11H1204)
e izoferulik asit (C10H1004)
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e Sinamik asit esterleri
e Sinamik alkol (C9H100)
o Hidrokafeik asit (CoH1004) [40], [67]-[70].

1.4.5. Yag Asitleri

Yag asitleri, propolisin mumsu ve polar olmayan kisimlarindan biridir. Propolis
iceriginde serbest yag asitleri, farkli sekillerde esterler, glikozitler veya bunlarin tiirevleri
olarak bulunabilirler. Propoliste bu yag asitlerinden farkli tiplerde bulunmaktadir. Bunlar
doymus, doymamis, omega-3 ve omega-6 yag asitleridir. Propoliste bulunan doymus yag

asitleri;

e Palmitik asit (C16H3202)
e Stearik asit ve tlrevleri (C1sH3602) [71].

Doymamis yag asitleri ise;

e Nervonik asit (C24H1602)

e Arasidonik asit (C20H3202)

e Eicosapentanoik asit (C20H3002)
e Linolenik asit (C1sH3002)

e Linoleik asit (C1sH3202) ve tiirevleri olarak bulunmaktadir [71].

1.4.6. Diger Bilesenler

Propolis igeriginin kalan kisminin %5’ini polen, diger %5°1ik kismini ise organik madde
ve mineraller olusturmaktadir. Polen igerisinde serbest aminoasitler, proteinler ve
vitaminler bulunmaktadir. Organik madde ve minerallerde ise; keton, eser elementler,

steroidler, sekerler, kinonlar ve laktonlar bulunmaktadir.

Bitkiler, bal arilarinin larva dénemi boyunca polen ve nektar saglayan protein ve diger
temel besin kaynagidir. Bal arilar1 yiiksek aminoasit igerigine sahip bitkileri tercih
ederler. Propoliste bulunan aminoasitlerin recineli maddeye sahip bitkilerden ve ari

metabolizmasinda salgilanan tiikiiriikten kaynaklandig1 diistiniilmektedir [72].

Propolis igerigindeki amid, amin, protein ve aminoasitler azot materyalleridir [73]. Amin
tirevi olan alkaloidler dogal olarak olusan kimyasal bilesiklerdir ve gesitli farmakolojik
aktivitelere sahiptir [74].

Propolis, ayni zamanda insan metabolizmasi ig¢in onemli kabul edilen vitamin ve
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elementleri de igerir [75]. Vitaminler, serbest radikal {iretimi sirasinda ikincil savunma
hatt1 olarak gorev yapar. Serbest radikalleri etkisiz hale getirirler [76]. Eser elementler ise
mineral kaynaklaridir. Propolisin yapisinda eser elementlerin yami sira toksik
elementlerde bulunabilmektedir. Propolis igerigindeki her bir toksik element igin
European Medicines Agency (EMA) tarafindan yayinlanmis olan International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH)

Q3D Elemental Impurities kilavuzundan 6nerilen limitlere bakilmas1 gerekmektedir [46].

Propolis igeriginde, propolise 6zgii ketonlar bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi p-
metoksiasetofenondur. Yakin zamanda ise bu bilesenin orto (0-) ve meta (m-) izomerleri
de tanimlanmistir. Fakat bu iki izomerin ayirt edilmesi giigtiir [77]. Propolis iceriginde
yiiksek konsantrasyona sahip enerji depolarini temsil eden bir grup siklik organik bilesik
olan steroidler de bulunmaktadir [74]. Propolisin yapisinda bulunan steroidler bolge ve

ilkeye gore cesitlilik gostermektedir.

Propolisin seker kaynagmin bal ve bitkiler oldugu disiinilmekteydi. Fakat yapilan
caligmalarla hidrolize flavanoid glikozitlerinden de tiiretilebildigi bulunmustur [74].
Onceden yapilan arastirmalarda sayisiz seker, seker alkolii ve asiti iceren zengin bir seker
fraksiyonu bulundugu gorilmektedir [78]. Cizelge 1.4’te diger bilesenler

gosterilmektedir.

Cizelge 1.4. Propolis igerigindeki diger bilesenler [22], [40], [46], [74], [79]-[81].

Alanin, Beta-alanin, Alfa-amino biditirik asit, D-amino bitirik asit,
Arginin, Asparagin, Aspartik asit, Sistin, Sistein, Glutamik asit,

Aminoasitler Glisin, Histidin, Hidroksiprolin, izolosin, Valin, Losin, Lizin,

Metiyonin, Ornitin, Fenilalanin, Prolin, Triptofan, Sarkosin, Serin,

Tirosin, Treonin

Alkoloidler Siklopropan benzol, Papaverolin, C-hemeritrin, Neronin
] ) A vitamini, B1 vitamini, B2 vitamini, B6 vitamini, C vitamini, E
Vitaminler S o o
vitamini, Niasin, Pantotenik asit, Karoten (provitamin A)
Kobalt (Co), Bakir (Cu), Demir (Fe), Cinko (Zn), Krom (Cr),
) Baryum (Ba), Kalsiyum (Ca), Potasyum (K), Magnezyum (Mg),
Mineraller

Sodyum (Na), Aliminyum (Al), Fosfor (P), Nikel (Ni), Kikart
(S), Bor (B), Stronsiyum (Sr), Mangan (Mn), Vanadyum (V)
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Cizelge 1.4. (devam) Propolis igerigindeki diger bilesenler [22], [40], [46], [74], [79]-

[81].
Mineraller Toksik elementler;
Kadminyum (Cd), Arsenik (As), Kursun (Pb), Civa (Hg)
Asetofenon, p-asetofenolasetofenon, Metilasetofenon, Hept-5-en-
Ketonlar )
2-one, 6-metilketon
Steroidler Stigmasterol, Beta-dihidro fucosterol, Kolesterol
Seker ve Seker D-glukoz, D-fruktoz, Melibiyoz, Ksilitol, Glukuronik asit,
Alkolleri Galaktoz, Ksiloz, Laktoz, Maltoz, Eritritol, Inositol, Mannoz
Alifatik ) , _ y
) Heneikosan, Ikozin, Ikozan, 1-oktadesen, Trikosan, Pentakosan
Hidrokarbonlar

1.5. PROPOLISIN BiYOLOJIK AKTIiVITESI

Propolis igerigindeki bilesenlerden birgok alanda etkindir. Propolisin farmakolojik
etkinligi 4 kategori altinda gosterilebilir. Bunlar; agir metal elektronlarina baglanarak
fazla metali selatlayarak uzaklagtirmak, viicut i¢inde elektron taginiminin hizlandirilmast,
antioksidan o6zelliklerinden dolay1 serbest radikalleri tutarak hiicre ve doku hasarii
onleme, biyolojik polimerlerle birlesme egilimi gostererek kanserli hucrelerin
cogalmasini engellemek ve bagisikligr giiclendirmektir [82]. Propolis antifungal,
antiinflammatuar, antitlser, antiviral, sitotoksik, antikaryojenik, hepatoprotektif,
antibakteriyel, anestezik, antikanser, antioksidan gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahip
oldugu arastirmalarla ortaya konmustur [14], [34]. Bu biyolojik fonksiyonlarindan dolay1
dogal popiiler bir ila¢g maddesi olarak hem geleneksel tip uygulamalarinda hem de

kozmetik sanayinde kullanilmaktadir [14].

Turkez ve arkadaslariin 2010°da siganlarin karacigerinde aliiminyum kloriir (AICl3) ile
indlklenen genotoksisite ve hepatotoksisiteyi modiile etmede propolisin etkinligini
belirlemeye ¢alistiklar1 ¢caligmalarinda, propolisin yararl etkilere sahip oldugu ve AlCl3

toksisitesini antagonize edebildigi sonucuna varmiglardir [21].

Grange ve Davey’in 1990°da propolisin, yaygin olarak karsilasilan bir dizi kok, gram-
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pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu, ancak
gram-pozitif bakterilerde bu etkinligin daha yUksek oldugunu bulmuslardir. Propolisin
yuksek flavanoid igerigine sahip oldugundan dolay1 antimikrobiyal 6zellik sergiledigi

sonucuna varilmistir [83].

Wang ve arkadaglari 2016’da Giiney Kore’nin 20 farkli bélgesinden toplanarak
hazirlanan propolis etanol ekstraktlarinin insan bagirsak bakterileri, insan 3-amiloid 6ncu
bolunme enzimi (BACE-1), asetilkolinesteraz (AChE) inhibitori Gzerindeki biyime
inhibitor etkileri, antioksidan, antiproliferatif ve anti-insan rinovirtis aktivitelerini
degerlendirmislerdir ve Kore etanolik propolis orneklerinde BACE-1 inhibisyonu ve
AChE inhibisyonu ile toplam polifenol ve toplam flavanoid igerigi arasinda dogrudan bir

korelasyon bulunmadigini rapor etmislerdir [84].

Rossi ve arkadaslarin1 2002’de CAPE olan ve olmayan bir propolis etanolik 6zittndin ve
bazi bilesenlerinin siklooksijenaz (COX) aktivitesi tizerindeki etkisini arastirmislardir.
Ekstraktin CAPE olan ve olmayan inhibisyon egrilerinin analizi anlamli (P<0.001) bir
fark gosterdigini bu sonuglar dogrultusunda hem CAPE hem de galanginin propolisin
genel aktivitesine katkida bulundugunu, CAPE'nin daha etkili oldugunu belirtmislerdir
(85).

Xuan ve arkadaslar1 2014°de Cin propolisinin antitimor gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere
sahip oldugunu bildirmistir. Caligmalarinda 25, 50, 100 ve 200 ug/mL" lik Cin propolis
etanol ekstraktinin insanlar huicreleri Gzerindeki antikanser aktivitesini, meme kanseri ER
(+) (MCF-7) ve meme kanseri ER (-) (MDA-MB-231) hiicre hattindaki sitotoksisitelerini
test ederek arastirmiglardir. Etanolik propolis ekstraktinin doza ve zamana bagl olarak
sitotoksik etki gosterdigini, etanolik propolis ekstraktinin her iki hiicre hattinda apoptozu
indiikledigini, endotel hiicreleri (HUVEC'ler) Gizerinde ¢ok az veya diisiik sitotoksisiteye
sahip oldugunu bulmuslardir. Bu sonuglar dogrultusunda, etanolik propolis ekstraktinin

meme kanseri tedavisinde potansiyel bir alternatif ajan olabilecegini belirtmislerdir [86].

Propolisin bu 6zelliklerinin yan1 sira toksik ve alerjik etkileri de arastirilmis ve halen de
aragtirtlmaya devam edilmektedir. Propolis kullanan bireylerde zehirlenme vakalarina
rastlanmamustir. Ancak literatiire indirgendiginde bazi alerjik reaksiyon vaka raporlari

bulunmaktadir [82].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

Bu arastirma kapsaminda propolis ekstraktlarmin eldesi, kimyasal aktiviteleri ve anti-
tumor etkisi/etkileri Diizce Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Diizce Universitesi
Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUBIT) ve Diizce
Universitesi Geleneksel ve Tamamlayict Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DUGETAM) laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Kullanilan propolis, hammaddeler,
yardimc1 maddeler ve analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar asagida

belirtilmistir.
2.1.1. Propolis

Tiirkiye’nin Diizce ilinin Yigilca ilgesinde aricilik faaliyeti yapan ciftgilerden ve Efteni

Bal’dan temin edilmistir.
2.1.2. C6 Glial TUmor Hucresi

Calismada kullanilan C6 glial tiimér hiicresi Cankir1 Universitesi'nden temin edilmis

olup, calismalar DUGETAM da yapildi.
2.1.3. Kullamlan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Bu ¢alismada, kullanilan cihazlar Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Deney sirasinda kullanilan cihazlar.

Kullanilan Cihaz Marka
Blender Isolab 602.21.001
Buzdolabi1 Ugur (Dikey tip)
Etlv Termal
Evaporator Heidolph
Hassas Terazi Radwag AS 220 R.2
Karbondioksit (CO,) Inkiibatorii Nuve / EC 160
Manyetik karistirici Termal N11150M - N11151M
Mikrobiyolojik Emniyet Kabini Nuve / MN 120
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Cizelge 2.1. (devam) Deney sirasinda kullanilan cihazlar.

Kullanmilan Cihaz Marka
Mikroskop Leica
Otomatik pipet Isolab
pH-metre WTW Inolab pH 720
Plaka Okuyucu 800 TS/ Biotek
Saf Su Cihaz1 MDM / Dream Plus
Sogutmali Santrifiij Nuve / NF 1200R
Su banyosu KMSTECH
Ultrasonik Banyo Protech PMUY 12 L Analog
UV Spektrofometre Shimadzu
Vorteks FOUR E’S

Bu cihazlarin yani sira ekstraktlarin hazirlanmasinda, aliiminyum folyo, baget, balon joje,
beher, damlalik, deney tiipleri, dereceli pipet, erlen, falkon sporu, falkon tiipler, huni,
kagit havlu, manyetik balik, meziir, parafilm, petri kabi, pipetor, pipet uglari, plaka, puar,
serolojik pipet, sineklik teli, stizme kagidi, steril cerrahi eldiven, sekiz kanalli mikropipet,

temizlik bezi, tiip sporu kullanilmigtir.

2.1.4. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.2’ de verilmistir.

Cizelge 2.2. Deney sirasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kullamlan Kimyasal Maddeler Marka
AICls Merck Millpore
Bitkisel Gliserin (%99.5) Tito
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) Merck Millpore
Dulbecco's Modified Eagle's Medium ]
(DMEM) Yksek Glikoz Blowest
Etanol Merck Millpore
Fetal Sigir Serumu (FBS) Biowest
Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) Merck Millpore
Gallik Asit Merck Millpore
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Cizelge 2.2. (devam) Deney sirasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kullamlan Kimyasal Maddeler Marka
Kuersetin Merck Millpore
Metanol Isolab

Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep) ) ) )
Biological Industries (Bl)

Cozeltisi
Phosphate buffered saline pH 7.4 (PBS) Gibco™
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4) Merck Millpore
Potasyum Karbonat Merck Millpore
Potasyum Klorur (KCI) Merck Millpore
Sitrik Asit Tekkim
Sodyum Karbonat (Na2COz) Merck Millpore
Sodyum Klortr (NaCl) Merck Millpore
Teksol (%96 Etanol) Extra piire Tekkim
Tripsin-Etilendiamin tetraasetik asit )
(EDTA) 1x Biowest
Water Soluble Tetrazolium Salt-81/2-(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
Takara

disulfofenil)-2H-tetrazolyum (WST-1)
Kiti

2.2. YONTEM

2.2.1. Propolis Orneklerinin Toplanmasi

Calismada kullanilan propolis, Diizce ilinin Yigilca ilgesinden aricilik faaliyetleri
gerceklestirildigi yerden toplandi. Ornekler paketlenerek laboratuvara getirildi ve

caligmaya baslanana kadar buzdolabindan saklandi.
2.2.2. Coziiniirliik Calismalar:

Propolisin kimyasal yapisini belirlemek i¢in en ¢ok etanol kullanilmakta ve etanolik
ekstrakt elde edilmektedir. Ayrica metanol, gliserol, su, propilen ve farkli yaglar ile de
ekstrakt elde edildigi literatiirde gortilmektedir [88]. Bu nedenle bu ¢alismanin basinda

referans olusturmasina adina ¢oziiniirliikk ¢alismasi yapilmis ve bu 6n denemeler sonunda
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referans ¢oziiciiler secilerek ekstraktlar eldesi hedeflenmistir.

Calismamizin basinda propolis numunesinin farkli sekillerinde, farkli sicakliklar ve

cozeltiler kullanilarak ¢oziiniirliik ¢calismasi yapildi.

Bunun ic¢in tlp sporuna 10 deney tipd konuldu. Buzdolabina konulan propolislerden 15
gram c¢ikarilarak blenderdan gecirilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen propolis
5 deney tiipiine 1’er gram olacak sekilde tartildi. Uzerlerine sirastyla 1:10 oraninda distile
su (25°C), sicak su (70°C), bitkisel gliserin, etanol, etanol-distile su karisimi (5:5)

konuldu. Sirasiyla deney tiipleri vortekslendi.

Diger 8 deney tupune ise kalan toz haline getirilen propolis numunelerinden 1.1‘er gram
tart1ildi. Uzerlerine sirasiyla Cizelge 2.3’teki oranlarda etanol-su karisimi ve etanol-sicak
su karisgimi konuldu. Ardindan sirastyla deney tiipleri vortekslendi. Propolis orani sabit

tutularak ve tek degisken tizerinden ilerlendi. Sirasiyla deney tiipleri vortekslendi.

Cizelge 2.3. Su+etanol/propolis (11:1.1) ve sicak su+etanol/propolis (11:1.1).

Distile Su veya Distile )
Etanol (ml) Propolis (g)
Sicak Su (ml)
1.tip 4 7 11
2.tup 5 6 11
3.tup 6 5 11
4.tUp 7 4 11

Tupler buzdolabina agizlari parafilmlenerek kaldirildi. 3 giin arayla fiziksel degisim olup
olmadig1 gozlemlendi.
2.2.3. Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

0.25 N Potasyum Karbonat ¢ozeltisi: 34,55 g potasyum karbonat tartilarak 250 ml saf

suda ¢ozaldu.

0.25 N Sitrik asit ¢gozeltisi: 52,53 g sitrik asit tartilarak 250 ml saf suda ¢oziildi.
% 2 ’lik AICI3 gOzeltisi: 1 g AICI3 tartilarak 50 ml saf suda ¢ozildi.

% 10’luk Na2COs gozeltisi: 1 g Na,COg tartilarak 10 ml saf suda ¢oziildii.

Kuersetin stok c¢ozeltisi: 10 mg kuersetin tartildi ve 10 ml metanolde ¢6ziilerek 1000

ppm’lik kuersetin stok ¢ozeltisi hazirland.
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Kuersetin standart ¢ozeltileri: Kuersetin stok ¢ozeltisinden hesaplanan miktarlar alinarak

metanol ile son hacim 4 ml olacak sekilde belirlenen hacme seyreltildi.

Gallik asit stok ¢ozeltisi: 10 mg gallik asit tartildi ve 10 ml metanolde ¢6ziilerek 1000
ppm’lik gallik asit stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Gallik asit standart cozeltileri: Gallik asit stok g¢ozeltisinden hesaplanan miktarlar

alinarak metanol ile son hacim 4 ml olacak sekilde belirlenen hacme seyreltildi.
2.2.4. Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanmasi
2.2.4.1. Etanolik Propolis Ekstraksiyonu

Etanolik ekstraksiyon islemi Oncesinde buzdolabindan ¢ikarilan propolis numuneleri
blenderdan gegirilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen propolis numunelerinden
100 g hassas terazi de tartilarak beher igine alindi. Propolisin {izerine 1000 ml % 96’lik
etanol konuldu. Propolis:etanol 1:10 oraninda ¢alisilmistir. Agz1 kapatilarak 48 saat
boyunca, oda sicakliginda 300 rpm’de manyetik karistiricida karistirildi. 48 saat sonunda
karistiricidan alinarak Onceden kurulan dizenekten suzildu. Propolis-etanol karigimi
filtrasyon islemi sonrasinda daha Once darasi alman silifli balon jojeye alinarak

evaporasyon islemi i¢in hazir hale getirildi [89].

Evaporasyon diizenegi hazirlanarak, kazan sicakligi sabitlendikten sonra, silifli balon
takildi. Basing ayarlamasi yapilarak etanol karisimdan uzaklastirildi. Etanol
uzaklastirildiktan sonra evaporasyona tabi tutulan ekstraktin tartimi alimarak Denklem

2.1’e gbre verim hesabi yapildi. Analizler 6ncesinde ekstraktlar buzdolabinda muhafaza

edildi [89].

Dolu erlen (g) — Bos erlen (g)
0, ] — X 1
% Verim Propolis miktari (g) 00 1)

2.2.4.2. Etanol/Su Karisimi ile Propolis Ekstraksiyonu

Etanol/su karigimi ile ekstraksiyon islemi oncesinde buzdolabindan c¢ikarilan propolis
numuneleri blenderdan gegirilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen propolis
numunelerinden 20 g hassas terazi de tartilarak beher igine alindi. Propolisin tizerine 100
ml % 96’lik etanol ve 100 ml distile su konuldu. Propolis:etanol:distile su 1:5:5 oraninda
calisildi. Agz1 kapatilarak 48 saat boyunca, oda sicakliinda 300 rpm’de manyetik

karistiricidda  karistirildi. 48 saat sonunda karistiricidan alinarak 6nceden Kkurulan
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duizenekten stzalda. Propolis:etanol:distile su karigimi filtrasyon islemi sonrasinda daha

once darasi alinan silifli balon jojeye alinarak evaporasyon islemi i¢in hazir hale getirildi.

Evaporasyon diizenegi hazirlanarak, kazan sicakligi sabitlendikten sonra, silifli balon
takildi. Basing ayarlamasi (150 mbar) yapilarak etanoliin uzaklasmasi i¢in beklendi. Daha
sonra basing disiiriilerek (60 mbar) su uzaklastirildi. Etanol ve su uzaklastirildiktan sonra
evaporasyona tabi tutulan ekstraktin tartimi alinarak Denklem 2.1°e gore verim hesabi

yapildi. Analizler 6ncesinde ekstraktlar buzdolabinda muhafaza edildi.
2.2.4.3. Su ile Propolis Ekstraksiyonu

Su ile ekstraksiyon islemi Oncesinde buzdolabindan c¢ikarilan propolis numuneleri
blenderdan gegirilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen propolis numunelerinden
20 g hassas terazi de tartilarak beher igine alindi. Propolisin Gzerine 200 ml distile su
konuldu. Propolis:distile su 1:10 oraninda ¢alisilmistir. Agzi1 kapatilarak 48 saat boyunca,
oda sicakliginda 300 rpm’de manyetik karistiricida karistirlldi. 48 saat sonunda
karistiriciddan alinarak onceden kurulan diizenekten siiziilmesi saglandi. Propolis-Su
karisimi filtrasyon islemi sonrasinda daha 6nce darasi alinan silifli balon jojeye alinarak

evaporasyon islemi i¢in hazir hale getirildi.

Evaporasyon diizenegi hazirlanarak, kazan sicakligi sabitlendikten sonra, silifli balon
takildi. Basing ayarlamasi yapilarak distile suyun uzaklagmasi i¢in beklendi. Distile su
uzaklastirildiktan sonra evaporasyona tabi tutulan ekstraktin tartimi alinarak Denklem
2.1°e gore verim hesabi yapildi. Analizler 6ncesinde ekstraktlar buzdolabinda muhafaza
edildi.

2.2.4.4. Bitkisel Gliserin ile Propolis Ekstraksiyonu

Gliserin ile ekstraksiyon islemi dncesinde buzdolabindan ¢ikarilan propolis numuneleri
blenderdan gegirilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen propolis numunelerinden
10 g hassas terazi de tartilarak erlen i¢ine alindi. Propolisin iizerine 100 ml bitkisel
gliserin konuldu. Propolis:bitkisel gliserin 1:10 oraninda ¢alisilmistir. Hacim degisikligi
yapildiginda 6n denemelerden farkli bir karisim elde edilmedi. Bu sebeple evaporasyona
tabi tutulamayacag i¢in i¢in buzdolabina kaldirildi ve 4 hafta buzdolabinda bekletildi. 4
haftalik siiregte karisimda degisiklik olup olmadig: takip edildi.

2.2.4.5. Su ile Propolis Ekstraksiyonu (File Denemesi)

Sulu ekstraksiyon islemi Oncesinde buzdolabindan c¢ikarilan propolis numuneleri
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blenderdan gegirilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen propolis numunelerinden
125 g hassas terazi de tartildi. Toz haline getirilen propolis numuneleri 40°C suda
1slatilarak yumusak bir hale getirildi. Elek ¢ap1 2 mm olan sineklik teli lizerine serildi.

Fileye tutunmasini saglamak amaciyla hazirlanan propolis numuneleri etiivde 50°C'de 10

dakika bekletildi.

Propolis numuneleri istenilen kivama geldikten sonra file kendi ekseni etrafinda
dondiiriilerek rulo haline getirildi. File behere alinarak tizerine 1250 ml distile su konuldu.
Propolis:distile su 1:10 oraninda ¢alisildi. Sicakligi sabit tutmak amaciyla evaporasyon
kazan1 56°C’ye getirildi. Beher 151k almayacak sekilde aliiminyum folyo ile sarild1 ve
56°C'deki su igerisinde 8-10 saat sureyle bekletildi. Bekleme islemi siiresince propolis
mumunun ve waxlarin propolisten ayrilarak yilizeyde toplanmasi saglandi. Ayirma

isleminden sonra karisim sogutularak yiizeyde toplanan mumlar uzaklastirildi.

Propolis/distile su karisimi 56°C’ye 6nceden hazirlanan manyetik karistiricida 18 saat
karigtirildi. Karistirma isleminden sonra propolis/distile su karisimimin pH’s1 pH-metre
kullanilarak o6lgiildii. Karistmin pH’s1 6nceden hazirlanmis potasyum karbonat ¢ozeltisi
kullanilarak bazik bolgeye getirildi. pH istenilen degere ayarlandiktan sonra manyetik
karistiric1 kullanilarak karistirma islemine 1 saat daha devam edildi. Karistirma islemi
bittikten sonra karistmin pH’s1 baglangic pH degerine getirildi. Propolis/distile su
karisimina filtrasyon islemi gergeklestirildi. Stiziilen propolis:distile su karigimi 6nceden
darast alian silifli balon jojeye alindi. Evaporasyon iglemine tabi tutuldu. Distile su
uzaklastirildiktan sonra evaporasyona tabi tutulan ekstraktin tartimi alinarak Denklem
2.1’e gore verim hesab1 yapildi. Analizler 6ncesinde ekstraktlar buzdolabinda muhafaza
edildi.

2.2.5. Toplam Fenolik Tayini

Elde edilen propolis ekstraktlarinin toplam fenolik tayini UV spektrofotometresi

kullanilarak yapildi.

Deneyde kullanilmak tizere 1000 ppm konsantrasyonuna sahip gallik asit stok ¢ozeltisi
hazirland1 ve seri seyreltme ile 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ve 15.625 ppm
konsantrasyonlarina sahip Sekil 2.1°deki standart ¢ozeltileri hazirlandi. Tiim standart
cozeltilerine saf su, FCR ve renk belirteci olarak % 10’luk Na,COs ¢ozeltisi ilave edildi.
Olglim éncesinde standart ¢ozeltileri 0,45 pm’lik filtreden siiziildii. Hazirlanan standart

cozeltileri vortekslendikten sonra 60 dakika karanlikta bekletildi. Standart ¢ozeltileri UV
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spektrofotometresinde 760 nm’de okutularak fenolik standart egrisi ¢izildi.

Sekil 2.1. Farkli konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltiler.

Standart ve numune ¢Ozeltilerinin  hazirlanmasinda  kullanilan  ¢dziiciiden
kaynaklanabilecek girisimin etkisini ortadan kaldirmak i¢in saf su, FCR ve % 10’luk
Na2COs ¢Ozeltisi kullanilarak hazirlanan kor ¢ozelti UV spektrofotometresinde 760

nm’de okutuldu.

Numune c¢ozeltilerini hazirlamak i¢in farkli ekstraksiyon metotlar1 ile hazirlanan her
propolis ekstraktindan 2 g tartildi ve tartilan numuneler 10 ml metanolde ¢oziildii.
Numune ¢ozeltilerine saf su, FCR ve renk belirteci olarak % 10’luk Na2COgs ¢ozeltisi
ilave edildi. Cizelge 2.4’te ayrintili olarak gosterilmistir. Olglim 6ncesinde numune
¢ozeltileri 0,45 pm’lik filtreden siiziildii. Hazirlanan numune ¢6zeltileri vortekslendikten
sonra 60 dakika karanlikta bekletildi. Test ¢Ozeltileri UV spektrofotometresinde 760

nm’de okutuldu.

Cizelge 2.4. Toplam fenolik tayini analizinde kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri.

% 10’Tuk ) Ekstrakt
Saf su 0.5N FCR | Stok ¢ozelti o
Na2CO3 cozeltisi
Kor Cozelti 1400 pl 800 pl 800 pl - -
Standart
o 1360 pl 800 pl 800 pl 40 pl -
Cozeltisi
Numune
o 1360 pl 800 pl 800 pl - 40 pl
Cozeltisi

Sonuglar gallik asit standart grafiginden yararlanilarak mg/L olarak hesaplandi. Her 6rnek

i¢in Ol¢timler {i¢ kez tekrarland1 ve ti¢ tekrarin ortalamasi alinarak sonuglar hesaplandi.
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2.2.6. Toplam Flavanoid Tayini

Elde edilen propolis ekstraktlarinin toplam flavanoid tayini UV spektrofotometresi

kullanilarak yapild.

Deneyde kullanilmak Uzere 1000 ppm konsantrasyonuna sahip stok kuersetin ¢dzeltisi
hazirland1 ve seri seyreltme ile 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ve 15.625 ppm
konsantrasyonlarina sahip standart ¢ozeltileri hazirlandi. Tiim standart ¢ozeltilerine saf
su ve renk belirteci olarak % 2’lik AICl3 ¢ozeltisi ilave edildi. Olglim 6ncesinde standart
cozeltileri 0,45 um’lik filtreden siiziildii. Hazirlanan standart ¢ozeltileri vortekslendikten
sonra 60 dakika karanlikta bekletildi. Standart ¢ozeltileri UV spektrofotometresinde 415

nm’de okutularak flavanoid standart egrisi ¢izildi.

Standart ve numune c¢ozeltilerinin  hazirlanmasinda  kullanilan  ¢dziicliden
kaynaklanabilecek girisimin etkisini ortadan kaldirmak icin saf su ve % 2’lik AICl3
cozeltisi kullanilarak hazirlanan kor ¢ozelti UV spektrofotometresinde 415 nm’de

okutuldu.

Numune c¢dozeltilerini hazirlamak i¢in farkli ekstraksiyon metotlar1 ile hazirlanan her
propolis ekstraktindan 2 g tartildi ve tartilan numuneler 10 ml metanolde ¢6ziildii.
Numune gozeltilerine saf su ve renk belirteci olarak % 2’lik AlCls ¢Ozeltisi ilave edildi.
Cizelge 2.5’te ayrintili olarak gosterilmistir. Olgiim 6ncesinde numune ¢ozeltileri 0,45
um’lik filtreden siiziildii. Hazirlanan numune ¢ozeltileri vortekslendikten sonra 60 dakika
karanlik ortamda bekletildi. Numune ¢ozeltileri UV spektrofotometresinde 415 nm’de

okutuldu.

Cizelge 2.5. Toplam flavanoid tayini analizinde kullanilan ¢6zeltiler ve hacimleri.

) Ekstrakt
Saf su % 2 AICIs Stok ¢ozelti o
cozeltisi
Kor Cozelti 3500 pl 500 pl - -
Standart
. 3000 pl 500 pl 500 pl -
Cozeltisi
Numune
o 3000 pl 500 pl - 500 pl
Cozeltisi

Sonuglar kuersetin standart grafiginden yararlanilarak mg/L olarak hesaplandi. Her 6rnek

icin Olgtimler Ug¢ kere tekrarlandi (n = 3).

29



2.2.7. Hiicre Hatt1 ile % Canhlik Testi
2.2.7.1. Hicre Kaltura

Tiim hiicre kiiltiirii ile ilgili calismalar Sekil 2.2°de gosterilen air flow (hiicre kiltiri)
kabininde, steril bir ortamda yapildi. Caligmaya baslamadan %70’lik etanol ile hiicre
kalturd kabini temizlendi. 15 dk boyunca kabin ve kullanilacak deney materyalleri UV

1518a maruz birakildu.

Sekil 2.2. Hicre kiltiri kabini.

2.2.7.2. C6 Glial Hicresinin Cogaltilmasi ve Sayilmast

Bu calisma i¢in kullanilan C6 Glial hiicreleri Cankir1 Universitesi’nden getirildi ve bu
caligmaya kadar dondurularak saklandi. Azot tankindan ¢ikarilan ve kriyovial igerisinde
donmus halde bulunan C6 glial timér hiicreleri 37°C’ de su banyosunda ¢ézdurulerek 15
ml’lik falkon tiipe aktarildi ve hacmi DMEM, %10 FBS, %1 Pen-Strep ve yiksek
miktarda glukoz iceren DMEM ile 10 ml’ ye tamamlandi. Falkon tip igerisinde
hazirlanan siispansiyon 5 dk boyunca 1500 rpm de santrifuj edildi. Coken kismin iistiinde
kalan sivi kismin bilylik ¢ogunlugu uzaklastirildi. Kalan kisimda hiicreler ¢oziildiikten
sonra bu hucrelerin tizerine DMEM (yuksek miktarda glukoz igeren) besiyeri ilave edildi
ve T-25 lik flasklarda, 37°C’ de, %5 CO- ortaminda, inkiibatorde ¢ogaltildi Hicrelerin

cogalmasi mikroskop ile incelendi. [90].

T-25 lik flask yuzeyi ¢ogaltilan hiicrelerle kaplandiginda hem hticrelerin tizerindeki besi
yeri yetersiz hale geldiginden hem de ¢ogaldiklari sirada kiiltiir kabina sigamadiklaridan
dolay1 ¢ogalmalart durur, bu yiizden pasajlama islemine tabi tutulmalar1 gerekir. Bu
nedenle flask yiizeyi hiicreler ile kaplandiktan sonra hiicrelerin iizerindeki, besiyeri

uzaklastirildi ve 5 ml PBS ile hiicreler yikandi. Hiicre hatlarina zarar vermeden aktarimini
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saglayabilmek i¢in 3 ml tripsin-EDTA c¢ozeltisi T-25 lik flasklara eklenerek 5-10 dakika
inkibatorde bekletildi. Daha sonra hucreler 9 ml %10 FBS igeren DMEM ile 15ml’lik
falkon tiipte toplandi. Falkon tiipten alian huicrelerin 60 pL si 40 pL tripan blue boyast
ile karistirild1 ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Homojenligini saglamak amaciyla
tekrar karistirilarak 10 pL alinarak 151k mikroskobu araciligiyla neubauer hemositometre
lamina konulan hiicrelerin canli/6lii hiicre sayimi yapildi. Tripan mavisi ile boyanmis

hiicreler Sekil 2.3’de goriildiigii tizere olii olanlar mavi, canli olanlar sari-yesil renktedir.

Sekil 2.3. C6 glial timor hicresi mikroskop goruntis.

Diger taraftan falkon tipte kalan suspansiyon 5 dakika boyunca 1600 rpm de santrifij

edildi. Mililitreki 6lii ve canli hiicre sayis1 asagidaki gibi hesaplandi.

Hiicre sayist = Sayilan hiicre sayisi X seyreltme orant X 10* (2.2)

2.2.1.3. Hiicrelerin Canlilik Testi, WST-1 Analizi

Hiicrelerin pasajlanmasi ve sayilmasindan sonra 96 kuyucuklu 2 adet plakaya besiyeri
icinde 5x10* tane hiicre ekildi. Ayrica blank olarak ¢oziicii konuldu. Negatif kontroller
icin ekilen hiicrelere degisen konsantrasyonlarda ¢ozcu ilave edildi. Farkli ¢ozictlerle
hazirlanmig propolis drnekleri suda ¢ozllerek degisen konsatrasyonlarda (25, 50, 100,
200 pg/ml) olacak sekilde ilave edildi. Son hacimleri 100 pl olmustur [91]. 37°C’ de 24
saat inkube edildi. Her kuyucuga 10 ul WST-1 soliisyonu ilave edilerek 4 saat bekletilmis
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ve Elisa reader ile 450 nm absorbans 630 nm referans araliginda 6l¢iim yapilmistir. %
canlilik degerleri Denklem 2.3’te verildigi sekilde numune absorbansi ve negatif

kontrolden blank ¢ikarilarak hesaplanmistir ve grafikler Excel programiyla ¢izilmistir.

9% Canlilik= Urtin absorbansi-blank x 100/Negatif kontrol-blank (2.3)
Her konsantrasyon i¢in deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Caligma bittiginde kabin % 70 lik etanol ile silinerek tekrar temizlendi. Kabin kapagi

katilarak, kabin ve deney odasi 1 saat boyunca UV 1518a maruz birakildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. COZUNURLUK CALISMASI SONUCLARI

Propolisin ¢ozunurlik caligmas literatiirde verilen ¢oziiclilerden bazilart ile YOntem
2.2.2°de belirtildigi sekilde yapildu.

Sekil 3.1°de goriildiigii lizere yapilan 6n ¢aligmalarda propolis etanol ile ¢oziildiigiinde
berrak, turuncu-kahve renkli homojen bir karisim elde edildi.

Sekil 3.1. Propolis-etanol karigimi.

Propolis bitkisel gliserin ile ¢6ziilmeye ¢alisildiginda Sekil 3.2’deki heterojen goriinti

elde edilmis olup yogun bir faz olustugu gortildi.
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Sekil 3.2. Propolis-gliserin karigimi.

Soguk distile su (25°C) kullanilarak yapilan ¢alismada Sekil 3.3’te gosterildigi tizere

propolis numunelerinin birbirine yapisarak tiipiin dibine ¢oktiigii goriildii.

Sekil 3.3. Propolis-distile su karisimu.

Sicak su ile yapilan ¢alismada ise soguk distile sudan farkli olarak propolisin sicak distile
suyla temasi1 sonucunda numunelerin Sekil 3.4’te gosterildigi iizere sakiza benzer bir

yapiya doniiserek tiiplin ¢eperlerine yapistigr goriildii.
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Sekil 3.4. Propolis-sicak su karigimi.

Propolis:etanol:sicak distile su karigimi (1:5:5) ile ¢6ziildiigiinde turuncu-kahve renkli bir
dispersiyon elde edildi. Propolisin etanol:soguk distile su karigimi (1:5:5) ile
¢ozildiugiinde etanol:sicak distile su karisimi ile elde edilene benzer sekilde turuncu-
kahve renkli bir dispersiyon olustugu fakat Sekil 3.5’te gosterildigi lizere etanol:soguk su
karigimi ile kiyaslandiginda etanol:sicak su karigimi ile elde edilen karigimin daha koyu

renkte oldugu gorildi.

Sekil 3.5. Propolis/etanol+sicak su ve propolis/etanol+distile su karisimi.
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Etanol orani ile propolisin ¢oziniirliigiiniin degisimini incelemek amaciyla farkl
etanol:distile su oranlariyla ¢calismalar yapildi. Sekil 3.6’da goriildiigii tizere etanol:soguk
distile su ve etanol:sicak distile su kullanilarak yapilan caligmalarda etanol orani
arttiginda her iki ¢oziicii formunda da propolisin benzer sekilde disperse oldugu goriildii.
Fakat etanol:sicak distile su ile yapilan caligmalarda etanol oranindaki degisimin

propolisin sakiz gibi yapiskan bir hal almasini engellemedigi goriildii.

- .‘::ww\ -
X<y s - €& "
\5‘;“ + 0. ?‘\_\\ 20i§
9. ) - o) .

Sekil 3.6. Farkli etanol:distile su karisimlariyla hazirlanan propolis dispersiyonlari.

Farkl ¢6ziiciiler ile yapilan ¢alismalar sonucunda, propolisin en iyi etanolde ¢oziindiigi
belirlendi. Gliserin ve distile su ile yapilan caligmalarda propolisin pratik olarak
¢Oziinmedigi sOylenebilir. Etanol-distile su karigimlar1 kullanildiginda ise karisimdaki
etanol varligindan dolayr bir miktar propolisin ¢oziindiigii goriilirken geriye kalan
propolisin ise distile sudaki davranisini sergileyerek dibe ¢oktiigii veya sakizimsi bir hal

aldig1 belirlendi.

3.2. PROPOLIS EKSTRAKTLARININ % VERIM SONUCLARI

Sekil 3.7°de farkl ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen evaporasyon islemine tabi tutulmusg

ve bu isleme tabi tutulacak propolis ekstraktlar goriilmektedir.
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Sekil 3.7. Farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen evaporasyon islemine tabi tutulmus

ve bu igleme tabi tutulacak propolis ekstraktlari.

Farkli ¢oziiciiler kullanilarak yapilan propolis ekstraksiyonlarinin %verimleri yontem
2.2.4.1°de verildigi sekilde tim ekstraktlar igin hesaplandi. Elde edilen ekstraksiyon

verimlerinin sonuglart Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Farkli ¢oziiciiler ile elde edilen propolis ekstraksiyon verimleri.

Coziicii (Ekstraksiyon Ortami) % Verim
Etanol %50-75
Etanol:distile su %40-45
Distile su %5-8
Distile su (File denemesi) %7-14
Gliserin Verim hesaplanamadi.

Cizelge 3.1’¢ gore ¢oziicli olarak etanol kullanildiginda en yiiksek ekstraksiyon verimi
elde edilmistir. Distile su ile yapilan ekstraksiyonlarda verimin g¢ok diisiik oldugu
goriilmiistiir. Gliserinin kullanildig1 caligmada ise gliserin ve propolis yogun bir faz
olusturdugundan dolayr karigimdan gliserin uzaklastirilamadigindan dolayr verim

hesaplanamamustir.

3.3. EKSTRAKTLARDA TOPLAM FENOLIK MADDE TAYINi

Propolis ekstraktlar1 fenolik madde miktar1 agisindan zengindir. Fenolik maddeler
antioksidan 6zellige sahip olduklarindan dolay1 propolis ekstraktlarinin igerdigi fenolik

madde miktar1 onem arz etmektedir.
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Fenolik madde tayinleri DUBIT’te 2019 yilinda gergeklestirildi. Calismada Diizce
yoresine ait propolislerden propolis etanol ekstraktlari, sulu propolis ekstraktlart ve

etanol/su karisimi ile propolis ekstrakti hazirlanmistir.

Farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan propolis ekstraktlarinin fenolik madde miktarlar1 Y 6ntem

2.2.5’de belirtildigi sekilde belirlenmistir.

Fenolik madde miktar1 ¢alismalarinda ilk olarak 15,625 ila 500 ppm araligindaki gallik
asit konsantrasyonlar1 kullanilarak UV spektrofotometresinde kalibrasyon egrisi

cizilmistir. Kalibrasyon egrisi Sekil 3.8’de gosterilmistir.

0,584 T T T T
r2=0,99978

0.400

0.200

Absorbans

-0,-034 L L 1 1
15,625 100,000 200,000 300,000 400000 500,000

Gallike asit kalibrasyvon egnisi (mg/L)

Sekil 3.8. Gallik asit kalibrasyon egrisi.

Elde edilen grafigin anlamlilig1 ve dogrulugu R? degerine gore test edilmistir. R? degeri:
0.99978 olarak bulundugu igin kalibrasyon egrisinin lineer olduguna ve calismada

kullanilabilecegine karar verilmistir.

Gizilen kalibrasyon egrisi baz alinarak propolis 6rnek konsantrasyonlarinin absorbans
degerleri bu kalibrasyon egrisinin 6lgiim araliginda olacak sekilde belirlenmistir ve farkli
cozlcuilerle hazirlanan propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktar1 sonuglari
seyreltme faktorleri kullanilarak kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplanmistir. Fenolik

madde miktarlar1 Cizelge 3.2°de gallik asit esdegeri olarak verilmistir.

Cizelge 3.2. Propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktari.

Propolis Ekstrakti Miktar (mg GA/g) Miktar (mg GAJ/L)
Sulu propolis ekstrakti 26,62 26623,1
Etanolik propolis ekstrakti 39,48 39480,6
File denemesi (sulu propolis) 7,37 7369,5
Etanol/Su Karisimi1 propolis ekstrakti 40,04 40043,9
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Ayrica propolis drneklerinin toplam fenolik madde miktarlar1 karsilastirmali olarak Sekil
3.9’da gosterilmistir. Propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar: sirasiyla

26,62, 39,48, 7,37 ve 40,04 mg GA/g’dir.

Fenolik Madde Miktan mg GA/g
45 40,04
40 3048 :
35
bi30 26.62
523
=11]
820
15
10 7.37
; ]
0 Sulu propolis Etanolik File denemesi Etanol/su
elcstrakch elestralct elctstralct

Sekil 3.9. Toplam fenolik madde miktar grafigi.

Elde edilen sonuglar 1siginda en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 etanol/su
karisimiyla hazirlanan propolis ekstraktlarinda elde edilmistir (40,04 mg GA/g). Coziicu
olarak suyun kullanildig: file ile yapilan ¢aligmada ise toplam fenolik madde miktar: en
diisiik ¢ikmustir (7,37 mg GA/Q).

3.4. PROPOLIS EKSTRAKTLARINDA TOPLAM FLAVANOID MADDE
ANALIZI

Farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan propolis ekstraktlarinin flavanoid madde miktarlar

YoOntem 3.4’te belirtildigi sekilde belirlenmistir.

Flavanoid madde miktar1 calismalarinda ilk olarak 15,625 ila 500 ppm araligindaki
kuersetin konsantrasyonlar1 kullanilarak UV spektrofotometresinde kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Kalibrasyon egrisi Sekil 3.10°da gosterilmistir.

4,408 T | T T
r2=10,99971

3,000
£ 2000
§ 1,000

0303 1 1 |
15,625 100,000 200,000 300,000 400,000 500,000

Kuersetin kalibrasyon egrisi (mg/L

Sekil 3.10. Kuersetin kalibrasyon egrisi.
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Elde edilen grafigin anlamlilig1 ve dogrulugu R? degerine gore test edilmistir. R? degeri:
0.99971 olarak bulundugu igin kalibrasyon egrisinin lineer olduguna ve calismada

kullanilabilecegine karar verilmistir.

Cizilen kalibrasyon egrisi baz alinarak propolis drnek konsantrasyonlarinin absorbans
degerleri bu kalibrasyon egrisinin 6lgiim araliginda olacak sekilde belirlenmistir ve farkli
cozlculerle hazirlanan propolis ekstraktlarinin toplam flavanoid madde miktari sonuglari

seyreltme faktorleri kullanilarak kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplanmstir.

Flavanoid madde miktarlar1 Cizelge 3.3’te kuersetin esdegeri olarak verilmistir.

Cizelge 3.3. Propolis ekstraktlarinin toplam flavanoid madde miktari.

Propolis Ekstrakti Miktar (mg QE/qg) Miktar (mg QE/L)
Sulu propolis ekstrakti 1,40 1395,9
Etanolik propolis ekstrakti 1,93 1932.8
File denemesi (sulu propolis) 0,63 626,4
Etanol/Su Karigimi propolis ekstrakti 2,30 2302,5

Ayrica propolis orneklerinin toplam flavanoid madde miktarlart karsilagtirmali olarak

Sekil 3.11°de gosterilmistir. Propolis ekstraktlarinin toplam flavanoid madde miktarlari

strastyla 1,40, 1,93, 0,63 ve 2,30 mg QE/g’dur.

Flavanoid Madde Miktar1 mg QE/g

230 2,30

193
&0
:2)
O 140
Elﬂ :

0.63

propolis tano File denemesi  Etanol’su kansimh
glestraloy ekstrakt glestralt

Sekil 3.11. Toplam flavanoid madde miktar grafigi.

Elde edilen sonuglar 1s18inda en yiiksek toplam flavanoid madde miktar1 etanol/su
karisimiyla hazirlanan propolis ekstraktlarindan elde edilmistir (2,30 mg QE/g). Cozlcl

olarak suyun kullanildig: file ile yapilan ¢aligmada ise toplam flavanoid madde miktari
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en diisiik cikmistir (0,63 mg QE/g).

3.5. PROPOLIS EKSTRAKTLARI iILE YAPILAN HUCRE CANLILIK
CALISMASI (WST-1 ANALIZI)

Farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan propolis ekstraktlari ile hiicre canlilik ¢alismasi Yontem
2.2.7°de belirtildigi sekilde yapilmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in yapilan WST-

1 testinin sonuglar1 agsagida sirasiyla verilmistir.
3.5.1. Propolisin Etanol/Su karisimh Ekstraktlarinin % Canlihk Sonuclar:
Propolisin etanol/su karisimli ekstraktlarinin % canlilik sonuglari, Cizelge 3.4°te

verilmigtir. Ayrica Sekil 3.12°de karsilastirmali olarak gdsterilmistir.

Cizelge 3.4. Propolisin etanol/su karisimli ekstraktlarinin % canlilik sonuglart.

Etanol/su karisimh
Ekstrakt (ppm)

% Canhhk 153,81 110,93 98,16 94,25

25ppm S50ppm 100ppm 200ppm

180,00 -
160,00 - 153,81
140,00 ~
120,00 - 110,39
100,00
80,00
60,00 ~
40,00 A
20,00

0,00

98,16 94,25

25 ppm 50 ppm 100 ppm 200 ppm

Sekil 3.12. Propolisin etanol/su karisimli ekstraktlarinin karsilastirmali % canlilik

sonuglart.

3.5.2. Propolis Etanolik Ekstraktlarinin % Canhilik Sonuglari

Propolisin etanolik ekstraktlarinin % canlilik sonuglari, Cizelge 3.4’te verilmistir. Ayrica

Sekil 3.13’de karsilastirmali olarak gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. Propolisin etanolik ekstraktlarinin % canlilik sonuglart.

Etanolik Ekstrakt (ppm)

25 ppm

50 ppm

100 ppm

200 ppm

% Canhhk

100,63

89,90

87,23

64,41

120,00 -
100,00 4
80,00
60,00 -
40,00 -

20,00 4

0,00

100,63

£9.90

§7.23

64,41

25 ppm

50 ppm

100 ppm

200 ppm

Sekil 3.13. Propolisin etanolik ekstraktlarinin karsilastirmali % canlilik sonuglari.

3.5.3. Propolisin Sulu Ekstraktlarimin % Canhilik Sonuglari

Propolisin sulu ekstraktlarinin % canlilik sonuglari, Cizelge 3.6’da verilmistir. Ayrica

Sekil 3.14’te karsilastirmali olarak gdsterilmistir.

Cizelge 3.6. Propolisin sulu ekstraktlarinin % canlilik sonuglari.

Sulu propolis
Ekstrakti (ppm)

25ppm

50ppm

100ppm

200ppm

% Canhhk

126,52

110,75

101,62

94,54

140,00 -
120,00
100,00 4
80,00
60,00 -
40,00 -
20,00 -

126,52

110,75

101,62

99 54

0,00

25 ppm

50 ppm

100 ppm

200 ppm

Sekil 3.14. Propolisin sulu ekstraktlarinin karsilasgtirmali % canlilik sonuglart.
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3.5.4. Propolisin Sulu Ekstraktlarimin (File Denemesi) % Canlilik Sonuglari

Propolisin sulu ekstraktlariin (file denemesi) % canlilik sonuglari, Cizelge 3.7°de

verilmistir. Ayrica Sekil 3.15’te karsilastirmali olarak gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Propolisin sulu ekstraktlarinin (file denemesi) % canlilik sonuglari.

Sulu propolis
Ekstrakti (ppm)

% Canhhk 123,81 109,85 103,53 94,39

25ppm 50ppm 100ppm 200ppm

140,00 -
120,00 109,85

100,00 1 94,39
80,00 -
60,00
40,00
20,00 -

U.'DU T T T ]
25 ppm 30 ppm 100 ppm 200 ppm

ekil 3.15. Propolisin sulu ekstraktlarinin (file denemesi) karsilastirmalt % canlilik
S p silas

sonuglari.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Propolis gegmisten giiniimiize siire gelen, dogal yollarla elde edilen bir ar1 tirtintidiir [1].
Propolisin fenolik asitler ve esterleri, polifenoller, yag asitleri, terpenler, seskiterpeler,
kumarinler, steroidler, stilbenler, flavanoidler, alkoller, aminoasitler ve inorganik
bilesikler dahil olmak iizere 300'den fazla bilesen icermesi antioksidan ve anestezik
ozelliklerinin yani1 sira antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiinflamatuar, antitlseratif,
lokal anestezik, hepatoprotektif, antitiimoral ve immunostimiilator kanamay1 durdurucu,

spazmolitik gibi farkli biyolojik 6zellikler sergilemesine sebep olur [9]-[12], [22]-[24].

Propolis igeriginde yer alan ve farkli aktivitelerden sorumlu olan bilesenlerin ¢oziiniirliik
profilleri farklidir. Daha polar karaktere sahip olanlar suda daha cok c¢ozunurken,
flavanoid gibi apolar olan bilesenlerin kimyasal bag yapmalart ve OH™ grup sayilari

nedeniyle sudaki ¢oziintirliikleri degismektedir [92].

Keskin ve Kolayli 2019°da calismalarinda; etanol, gliserol, su, zeytinyagi, polietilen
glikol ve polipropilen glikol gibi ¢oziiciilerin ekstraksiyon isleminde kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Coziinen kati1 kisim arttik¢a propolis ekstraktinin kalitesinin arttigini

bildirmislerdir [92].

Abdullah ve arkadaglar1 2019°da caligmalarinda; sudaki farkli etanol fraksiyonlarini
kullanarak hazirladiklar1 propolis ekstraktlarinin fiziksel ve antioksidan O6zelliklerini
belirlemeye c¢aligsmislardir. Etanole gore suyun toksik olmamasi ve daha az biyoaktif
bilesen elde edilmesi nedeniyle etanoliin sudaki ¢6zeltisini kullanmiglardir. Su-etanol
karisiminda etanol oranini arttikca propoliste ¢oziinen madde miktarinin da arttigin

gbzlemlemislerdir [93].

Bu tez caligmas1 kapsaminda yapilan literatiir aragtirmast sonucunda, propolis ile yapilan
caligmalarda kullanilan farkli ¢oziiciiler belirlenmistir ve bu ¢oziiciiler ile propolis igin
¢oziniirlik ¢aligmasi yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda olumlu ve olumsuz sonug
olusturan ¢oziiciiler goriilmiistiir. Coziiniirlikk ¢aligmasinda ¢6ziicli olarak etanol, bitkisel
gliserin, oda sicakliginda distile su, sicak distile su, etanol:soguk distile su ve etanol:sicak
distile su karigimlar1 kullanilmistir. Etanol ile yapilan ¢alismada berrak bir ¢ozelti elde

edilirken diger coziiciiler ile propolisin dispersiyon olusturdugu, dibe ¢oktiigii ve
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sakizims1 bir yapiya donistiigii gorilmistir. Farkli sicakliklardaki distile su: etanol
karisgimlart ile yapilan caligmalarda ise etanol konsantrasyonu arttikga karisimdaki
propolisin benzer sekilde disperse oldugu goriilmiistiir fakat etanol:sicak distile su ile
yapilan ¢alismalarda etanol oranindaki degisimin propolisin sakiz gibi yapiskan bir hal

almasini engellemedigi goriilmiistiir.

Yapilan aragtirmalar sonucunda bulunan ¢6ziiniirliik ¢alismalart ve elde edilen bulgular
neticesinde propolis ekstrakti hazirlamak i¢in uygun olan veya olabilecegi diisiiniilen
coziiciiler belirlenmistir ve ekstraksiyon islemleri su, etanol ve su-etanol karigimi ile
gerceklestirilmistir. Bitkisel gliserin ile yapilan ¢oziintirliik sonucu nitel bir sonug elde

edilemedigi i¢in ekstraksiyon ortami olarak kullanilmamustir.

Farkl ¢oziiciiler ile elde edilen propolis ekstraktlarinin evaporasyon sonucu elde edilen
ekstrakt verimleri %5 ile %75 arasinda degismistir. En ylksek ekstraksiyon verimi etanol
ile saglanmustir (%50-75). Etanol:distile su ile ekstraksiyon verimleri %40-45 araliginda
olurken distile su ile ekstraksiyon verimleri en diisiik (%S5 ila %14) olmustur. Gliserin ile
% verim sonucu elde edilememistir ¢linkii kivamli bir ¢ozelti olup dekantasyon islemi

i¢in uygun degildir.

Permana ve arkadaslar1 2020°de propolis ekstraktinin fitozom iletim sistemleri {izerine
formiilasyonunu gdstermislerdir. Bu ¢aligma sonucunda propolisin oksidatif strese bagh
organ yaralanmasi ve cilt genc¢lestirme tedavisi icin umut verici oldugunu bildirmislerdir.
Bu ¢alismada etanol-su karisimi ekstraksiyonunda en diisiik verimi %2,77 ve en yuksek

ekstraksiyon verimini de %49,12 olarak bulmuslardir [94].

Fachri ve arkadaslar1 2020°de ekstraksiyon sirasinda proses degiskenlerinin (sicaklik,
basing ve CO2 akis hiz1) verim iizerindeki etkisini deneysel olarak arastirmiglardir. Pek
cok ¢6zlcl kullanilarak yapilan ekstraksiyon islemi sonucunda % verim hesaplanmistir.
Bu caligmada ¢oziiciiniin saf etanol oldugu ve farkli oranlarda etanoliin kullanildigi
propolis ekstraktlarinda verim %38,34-57,65 arasinda, ¢Oziiciiniin metanol oldugu
propolis ekstraktlarinda verim %53,73, ¢6ziiciiniin su oldugu propolis ekstraktlarinda
verim %14,30-35,32 arasinda, ¢6ziiciiniin % 70 etanol oldugu propolis ekstraktlarinda
verim %18,33, ¢oziicliniin zeytinyagi oldugu propolis ekstraktlarinda verim %14,16 ve
¢ozictnun propilen glikol oldugu propolis ekstraktlarinda verimi %15,88 olarak
bulmuslardir [95].

Chen ve arkadaslarin1 2007°de Brezilya propolisinden 2 farkli yontem ile ekstrakt eldesi
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hazirlamiglardir. Birinci yontem; ¢oziicii olarak dnce etanol, ardindan su kullanarak
ekstrakt hazirlanuglardir. Ikinci yontem ise; ¢dziicii olarak &nce su ardindan etanol
kullanarak ekstrakt hazirlamislardir. Bu iki yontem hazirlanan propolis ekstraktlarinda,
atmosfer basinci ve yliksek basing olmak tizere iki farkli kosul altinda ekstraksiyon islemi
gerceklestirmislerdir. Hazirlanan ekstraktlarin yiizde verimleri % 11,3 ila % 42,8 arasinda
degismistir ve en yiiksek verim basingtan bagimsiz olarak once etanol ile ekstraksiyon
yapilan agamanin sonunda elde edilmistir (Atmosfer basinci i¢cin %42,3 ve yiiksek basing

icin %42,8) [96].

Escriche ve Borras 2019°da propolisin fenol bilesiginin standartlagtirilmasi i¢in ¢alisma
yapmislardir. Bu calismada etanol ile ekstraksiyon metotlar1 deneyerek % verim

hesaplamigladir. En genis % verim araligin1 %42,0-69,6 olarak bulmuslardir [10].

Keskin ve Kolayli1 2020°de propolis i¢in etanoli ¢oziicii olarak kullandiklarinda % verimi
7,13-95,07 arasinda bulmuslardir. Coziiciiniin su oldugu ekstrakt eldesinde % verimi
0,11-34,80 arasinda bulmuslardir. Coziicliniin yag oldugu ekstrakt eldesinde % verimi

sonuc¢landiramamusglardir [92].

Literatiir kaynaklarin1 kendi iglerinde karsilastirdigimizda etanol igin verilen en genis
aralik %7,13 ile %95,07, su i¢in %0,11 ile %35,32 ve etanol/su karisimi i¢in %2,77 ile
%49,12°dir. Caligmamizda buldugumuz sonuglar ise; etanol igin %50 ile %75, su igin %5

ile %14 ve etanol/su karisimi i¢in %40 ile %45 araliginda degismektedir.

Yapilan c¢aligma sonuglarini literatiir arastirma sonuglari ile karsilastirildigimizda ise
sonuglarin uyumlu oldugu ve verilen araliklar i¢erisinde literatiir sonuglarini destekledigi
goriilmektedir. Bu veriler 151831nda yiiksek verim elde etmede en etkili parametrelerin
ekstraksiyon i¢in kullanilan ¢dziicii ortami ile kullanilan ekstraksiyon yontemi oldugu

belirlenmistir.

Propolis ekstraktlarinin kalitesi ¢oziinen kat1 kismi arttikga artmaktadir ve fenolik ve

flavanoid igerigi de kaliteyi belirleyen iki 6nemli bilesendir [92].

Bu tez ¢aligmasinda hazirlanan propolis ekstraktlarinin fenolik madde miktar: tayinleri
UV spektrofotometresi kullanilarak 760 nm’de yapilmistir. Analizde kullanilmak iizere
ilk olarak degisen gallik asit konsantrasyonlariyla kalibrasyon egrisi ¢izilmistir ve ¢alisma
sonucunda kalibrasyon egrisinin dogruluk katsayisi 0,99978 olarak bulunmustur. En
yuksek toplam fenolik madde miktar1 40,04 mg GA/g ile etanol/su karisimiyla hazirlanan

propolis ekstraktlarinda elde edilirken en diisiik toplam fenolik madde miktar1 7,37 mg
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GA/qg ile ¢Oziicii olarak suyun kullanildigi file ile yapilan ¢alismada bulunmustur.

Silva ve arkadaslart 2018’de Brezilya’nin Parand gilineybati bdlgesinden toplanan
propolis oOrnekleri ile etanol/su karistmini  kullanarak hazirladiklar1  propolis
ekstraktlarinin toplam fenolik madde igeriklerini 5,3 ila 50,4 mg GA/g araliginda
degistigini bulmuslardir [89].

Andrade ve arkadaslari 2017’de Brezilya’nin kuzeydogu Alagoas ve Sergipe
eyaletlerinde yetistirilen kahverengi, yesil ve kirmizi propolis tiirlerini kullandiklar1
caligmalarinda etanol/su karisimi kullanarak hazirladiklar1 ekstraktlarin toplam fenolik
madde iceriklerini incelemislerdir. Kirmizi, yesil ve kahverengi propolisin fenolik madde
miktarlarii sirasiyla 91,3 mg GA/g, 90,55 mg GA/g ve 91,32 mg GA/g olarak
bulunmustur ve bu sonuclar neticesinde toplam fenolik madde iceriklerinin bélgeye ve

tiire gore degisebilecegini bildirmislerdir [97].

Gorecka ve arkadaglar1 2012°de Polonya'nin Kamianna sehrindeki bir ar1 kovanindan
toplanan propolis ile etanolik ekstrakt hazirlamiglardir ve fenolik madde igerigini
incelemislerdir. Yapilan calismada %75’lik etanol kullanarak hazirladiklar1 propolis

ekstraktinin toplam fenolik madde igerigini 178 mg GA/g olarak bulmuslardir [98].

Savickas ve arkadaslar1 2010°da farkli konsantrasyonlarda (%60, %70, %80 ve %96)
etanol kullanarak propolis ekstraktlari hazirlamiglardir. %60, %70, %80 ve %96 etanol
konsantrasyonlarinda elde edilen toplam fenolik madde miktarlar1 sirasiyla 8,88 mg/ml,
9,17 mg/ml, 9,57 mg/ml ve 9,07 mg/ml olarak bulunmustur. Yapilan ¢aligma sonucunda

en iyi etanol konsantrasyonun %80 oldugunu bulmuslardir [99].

Gulgin ve arkadaslar1 2010’da ¢alismalarinda Dogu Anadolu bdlgesinden (Erzurum
ilinden) toplanan propolisleri kullanmiglardir. Su ile hazirladiklart propolis

ekstraktlarmin toplam fenolik madde igerigini 124,3 pg GA/g olarak bulmuslardir [100].

Yaptigimiz  ¢alismada bulunan  sonuglar literatirde yer alan  sonuglarla
karsilastirildiginda, etanol ile hazirlanan propolis ekstraktlarinin toplam fenolik madde
igerigi literatiirde yer alan sonuglarla kismen uyumlu oldugu sdylenebilir. Etanol/su
karisim1 ve suyun ¢6zlcl olarak kullanildig1 bazi ¢alismalarda propolis ekstraktlarinin
toplam fenolik icerigi sonuclart incelendiginde sonuglarin literatiir ile uyumlu olmadig1
goriilmiistiir. Bunun nedeninin yukarida belirtildigi gibi botanik kaynagi, iklim, cografik
konum, toplanma yeri ve zamanimin propolislerin kimyasal iceriklerinde varyasyona

sebep oldugu diistinlilmektedir. Diizce yoresine ait propolisler ile yapilan bu ¢alisma ile
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de bu sonug desteklenmektedir ve literatiire Diizce iline dayali fenolik miktar bilgisi i¢in
katk1 saglandig1 diisiiniilmektedir. Ayni zamanda tiim sonuglar degerlendirildiginde farkli
ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan ¢oziiciiniin toplam fenolik madde igerigine etkisi

oldugu soylenebilir.

Hazirlanan propolis ekstraktlarinin = flavanoid madde miktar1 tayinleri UV
spektrofotometresi kullanilarak 415 nm’de yapilmistir. Analizde kullanilmak iizere ilk
olarak degisen kuersetin konsantrasyonlariyla kalibrasyon egrisi ¢izilmistir ve calisma
sonucunda kalibrasyon egrisinin dogruluk katsayisi 0,99971 olarak bulunmustur. En
yuksek toplam flavanoid madde miktar1 2,30 mg QE/g ile etanol/su karisimiyla hazirlanan
propolis ekstraktlarinda elde edilirken en diigiik toplam fenolik madde miktart 0,63 mg

QE/g ile ¢oziicli olarak suyun kullanildig: file ile yapilan calismada bulunmustur.

Al-Ani ve arkadaslar1 2018°de Cek Cumhuriyeti, Almanya ve Irlanda’dan temin edilen
propolislerden etanol kullanarak hazirladiklari ekstraktlardan en yuksek toplam flavanoid
igerigine sahip olanin (2,86 + 0,2 mg QE/g) Irlanda’dan temin edilen propolisin oldugunu
bulmuslardir [88].

Gorecka ve arkadaslari 2012°de Polonya'nin Kamianna sehrindeki bir ar1 kovanindan
toplanan propolis ile etanolik ekstrakt hazirlamiglardir ve flavanoid madde igerigini
incelemislerdir. Yapilan calismada %75°lik etanol kullanarak hazirladiklar1 propolis

ekstraktinin toplam flavanoid madde igerigini 92 mg QE/g olarak bulmuslardir [98].

Moreno ve arkadaslar1 2000’de Arjantin'in farkli bolgelerinden elde edilen propolislerden
etanol kullanarak hazirladiklar1 ekstraktlarda toplam flavanoid igerigini 13,3 ve 42,6 mg
QE/g olarak bulmuslardir [101].

Andrade ve arkadaslar1 2017’de Brezilya’nin kuzeydogu Alagoas ve Sergipe
eyaletlerinde yetistirilen kahverengi, yesil ve kirmizi propolis tiirlerini kullandiklar
calismalarinda etanol/su karisimi kullanarak hazirladiklari ekstraktlarin toplam flavanoid
madde iceriklerini incelemislerdir. Kirmizi, yesil ve kahverengi propolisin flavanoid
madde miktarlarini sirasiyla 30,89 mg QE/g, 59,45 mg QE/g ve 31,48 mg QE/g olarak
bulunmustur ve bu sonuglar neticesinde toplam fenolik madde icerikleri bolgeye ve tire

gore degisebilecegini bildirmislerdir [97].

Gulgin ve arkadaslar1 2010°da Dogu Anadolu bolgesinden (Erzurum ilinden) toplanan
propolisleri kullanmiglardir. Su ile hazirladiklar1 propolis ekstraktlarinin toplam fenolik

madde igerigini 8,15 mg QE/g olarak bulmuslardir [100].
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Chen ve arkadaslar1 2007°de Brezilya propolisinden hazirlanan ekstraktlarin flavanoid
icerigini oldukga genis bir aralikta (12 pg/ml-2008 pg/ml) degismistir. Yiiksek basincin
kullanildig1 etanol ile ekstraksiyon sonucunda en yiiksek flavanoid igerigi (2008 pg/ml)
elde edilmistir [96].

Yaptigimiz ¢alismada bulunan sonuglar literatiirde yer alan sonuglarla
karsilastirildiginda, fenolik madde miktar tayininde oldugu gibi sonuglarin kismen
uyumlu oldugu goriilmektedir. Etanol ile hazirlanan propolis ekstraktlarinin toplam
flavanoid icerigi literatiirdeki sonuglarla benzerlik gostermektedir. Etanol/su karisimi ve
etanollin ¢ozucu olarak kullanildig1 bazi ¢alismalarda ise propolis ekstraktlarinin toplam
flavanoid igerigi sonuglart incelendiginde sonuglarin literatiir ile uyumlu olmadigi
goriilmiistiir. Bunun sebebinin de flavanoid madde igeriginde oldugu gibi propolislerin
kimyasal iceriklerindeki varyasyonlardan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Tiim sonuglar
degerlendirildiginde farkli ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan ¢oziiciiniin toplam

flavanoid madde igerigine etkisi oldugu sdylenebilir.

Propolisin kimyasal bilesenler agisindan zengin olmasi ve bu bilesenler sayesinde
farmakolojik etki gostermesi ilag veya koruyucu/yardimci madde olarak kullanimina
olanak tanimaktadir. Gegmisten giiniimiize yaygin olarak kullanilan propolisin en 6nemli
etkilerinden birinin de antitiimor etki oldugu 6ne siiriilmektedir. Bu nedenle ¢aligmada
hazirlanan propolis ekstraktlar1 ile C6 glial tumor hicreleri ile antitimor etkisi

incelenmistir.

C6 glial tiimor hiicrelerinin ¢oziilerek ¢ogaltilmasinin ardindan hiicreler pasajlanmis ve
canli-0li hiicreler 151n mikroskobu kullanilarak sayilmistir. Hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in yapilan ii¢ tekrarli WST-1 testinin sonuglarina gore ekstraksiyon
yonteminde kullanilan ¢oziiciiye ve kullanilan ekstraksiyon metoduna bagli olarak hiicre
% canliliklar1 arasinda fark oldugu goriilmiistiir. Her bir ¢oziicii ve kullanilan metotta
degisen konsantrasyonlarinda propolis ekstraktlart belirli islemlerden gegcirilerek

hiicrelere ilave edilmistir.

Yapilan WST-1 analizinin negatif kontrolii sonucunda hiicrelerin canliligin1 korudugu,
propolis ekstrakti ilave edilen hiicrelerde ekstrakt konsantrasyonu ile hiicre canliliginin
ters iliski gosterdigi yani artan konsantrasyon ile C6 glial timor hiicrelerinin canliliginin

azaldig1 goriilmektedir.

Elkhenany ve arkadaslar1 2019°da yesil propolis ekstraktinin in vitro mezenkimal stromal
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hicrelerinin  (MSC) karakteristik 6zelliklerini etkileyip etkilemedigini gostermek
istemislerdir. Bunun i¢in etanolik ¢6ziicii kullanilarak farkli konsantrasyonlarda propolis
ekstraktlar1 hazirlamislardir. En diisiik doz hari¢ diger tiim propolis konsantrasyonunun
hicre proliferasyonunda 6nemli azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Bu veriler
1s18inda artan hiicre proliferasyonu ve doku rejenerasyonu igin propolis ekstraktinin

kullanimini desteklediklerini belirtmislerdir [102].

Memmedov ve arkadaslar1 2018’de farkli ¢oziiciilerle hazirladiklar1 propolis
ektraktlarinin 25, 100, 500, 1000 ve 1500 pg/ml konsantrasyonlarinda insan kolon epitel
hicresi (CCD-841 CoN) ve kolon kanseri hiicre hatlar1 (HCT-116) (zerine sitotoksik
etkilerini aragtirmiglardir. 24, 48, 72 saatlik inkiibasyon uygulamalarinin sonunda
propolisin etilen glikol, su ve etanol ekstraktlarinin kanserli hiicre hatlarinda saglikli

epitel hiicrelere kiyasla daha ¢ok sitotoksik etki gosterdigini bulmuslardir [103].

Kerimoglu ve arkadaslari 2018’de su, polietilen-su ve etanol ile hazirlanan propolis
ekstraktlarin1 kullanarak C6 glioblastom hiicre hatti {izerine canlilik etkilerini
arastirmiglardir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda test edilen tiim ekstraktlarin
konsantrasyona bagli olarak C6 hiicre sayisinda azalmaya sebep oldugunu bulmuslardir.
Bunun sonucunda ise propolis Ozlerinin saglikli beyin hiicrelerini korurken C6

glioblastom hiicrelerine kars1 segici bir sitotoksisite gosterdigini bildirmislerdir [104].

Touzani ve arkadaglar1 2018’de Fas’in dort farkli bolgesinden toplanan propolislerin
antikanser etkisini arastirmislardir. Propolislerin  metanol ekstraktlarinin  farkli
konsantrasyonlarin (0-1000 pg/ml) HCT 116 kolon kanseri hiicre hatti (zerine
sitotoksik etkisini degerlendirmislerdir. Degisen konsantrasyonlarda anlamli bir fark
olmadigim belirtmislerdir. Sitostatik etkilerin anti-kanser etkisine aracilik edebilecegini
bulmuslardir [105].

Igbal ve arkadaslar1 2019’da propolis 6zitinin vaskiler hicreler (zerindeki anti-
anjiyojenik aktivitesini degerlendirmislerdir. Calismada kullanmak tizere propolisi
kovanin hem i¢ yuzeyinden hem de dis ylizeyinden toplamislardir. Toplanan
propolislerden etanol ile elde edilen ekstraktlar farkli konsantrasyonlarda insan gobek
damari endotel hiicreleri ve plasentadan tlretilen perisitler ve insan meme kanseri (MDA-
MB-231) hiicre hatlarina uygulanmslardir. iki propolis ekstraktindan kovan ig
yuzeyinden toplanan olan daha glcliu sitotoksik veya inhibitor etki sergiledigini

bulmuslardir. Ayrica kovanin dis yilizeyinden toplanan en ylksek konsantrasyonda
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maksimum inhibasyona ulasmadigini gostermislerdir [106].

Yilmaz ve arkadaslari 2016°da Aydin’dan elde ettikleri propolisin CCRF-SB ldsemi
hiicre hattinda 81 insan mikroRNAlar (miRNA) Gzerindeki aktivitesin, degerlendirmeyi
hedeflemislerdir. Bu ¢alismada etanol ile elde edilen propolis ekstraktinin B-huicresi akut
lenfoblastik 16semi (ALL) ve saglikli insan B hiicresi lenfositi NCI-BL2171, NCI-BL
2347 hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkileri, WST-1 testi kullanilarak arastirilmistir.
Propolisin IC50 dozu icin B hicresi ALL (CCFR-SB) hicre hattinda propolis
uygulanmamuis hiicre hattina kiyasla apoptozu 1.5 kat indiikledigini bulmuslardir. Ayrica
propolisin, 16semi hiicreleri Uzerinde epigenetik etkileri olan miRNA ekspresyonunu

degistirdigini bulmusladir [107].

Chen ve arkadaslar1 2007°de Brezilya propolisinden hazirlanan ekstraktlar ile 16semi
(HL-60, U937), akciger kanseri (A549, CH27) ve karaciger kanseri (Hep G2, Hep 3B)
hiicre hatlar1 ile in vitro sitotoksisite ¢alismalar1 yapmislardir. Elde edilen sonuglar suda
coziinen ekstraktlarin hiicre cogalmasini engelledigi ve bu etkiyi konsantrasyona bagli bir

sekilde gerceklestirdigini gostermistir [96].

Sonug olarak; Tiirkiye’de lokasyonlar verilerek, kimyasal kompozisyonlar: belirlenen
calismalar yok denecek kadar azdir. Bu nedenle bu ¢alismada Diizce ydresine ait propolis
ornegi i¢in elde edilen bulgular 6nci niteligi tasimaktadir. Bu ¢alismada farkli ¢oziiciiler
kullanilarak Diizce yoresine ait propolis ekstraktlart hazirlanmistir. Etanol ile hazirlanan
propolis ekstraktlar1 i¢in % verim ve fenolik-flavanoid madde miktar1 agisindan en iyi
sonuglar elde edilmis olup bu verilerin literatiiri destekledigi goriilmiistiir. Fakat yine de
% verimi iyilestirmek yani propolis ekstraktinin igerdigi fenolik-flavanoid madde
miktarini artirmak i¢in iyilestirme ¢aligmalar1 yapilabilir. Ayrica ekstraksiyon isleminde
etanol kullanimi1 nedeniyle elde edilen ekstraktta kalabilecek olan etanollin toksik etki
olusturma ihtimali bulundugundan bitmis iiriinde artik ¢6zUcl miktarinin takip edilmesi
gerektigi distintilmektedir. Calismanin son kisminda Diizce yo6resine ait propolisten elde
edilen ekstraktlarin in vitro sartlarda C6 glial tumor hiicreleri icin olumsuz etki gostererek
propolisin artan konsantrasyonlarinda tiimor hiicrelerini azalttigi gosterilmistir. Bu
durumda propolis ekstraktlarinin hiicreler iizerinde yogunlugunu arttirdigimizda timor
hiicreleri i¢in direkt etkili olacagini sOyleyemesek de yardimci veya koruyucu olarak
kullanilabilecegini, alternatif ve destekleyici bir tedavi olarak gorebilecegimizi
gostermektedir. Bu ¢aligmada elde edilen sonuglarla hem literatiire katki saglanmis olup

hem de propolisin alternatif ve tamamlayici bir dogal {iriin olarak tedavi amaglh kullanim
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olasilig1 ortaya konulmustur.
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