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PROPOLIS ORNEKLERININ KAFEIK ASIT FENETIL ESTER (CAPE)
ICERIKLERININ TAYINI VE ANTIINFLAMATUVAR OZELLIKLERININ
INCELENMESI

OZET

Propolis, son yillarda en az bal kadar onemli hale gelen bir ar1 {riiniidiir. Uzun
yillardan beri geleneksel tipta en ¢ok antibakteriyel, anti-inflamatuvar ve rejeneratif
amaglarla cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu etkilerin ¢ogunun
propolisin aktif bilesenlerinden biri olan kafeik asit fenetil estere (CAPE) bagh
oldugu diistintilmektedir. CAPE'nin insan sagligi iizerine c¢ok genis spektrumlu
etkileri bulunmakta olup, antiseptik, antibakteriyal, anti-inflamatuvar, antioksidan,
antimutajenik aktiviteleri bilimsel ¢alismalarda kanitlanmistir.

Bu tez calismasinin birincil amaci, CAPE'nin tayini i¢in hizli ve etkin bir analiz
yontemi gelistirilmesi ve Tirkiye'nin farkli boélgelerinden toplanmis propolis
ornekleri ile ticari propolis bogaz spreylerinin CAPE miktarlarinin aydinlatilmasidir.
Propolisin  aktif bilesenlerinden CAPE'nin antioksidan, anti-inflamatuvar,
antikanserojen ve antibakteriyel 6zelliklerinin kesfedilmesiyle birlikte, CAPE son
senelerde bir¢cok yeni aragtirmanin konusunu olusturmustur. Diinyanin farkli
bolgelerindeki propolislerin CAPE'yi de igeren kimyasal bilesenlerini ve bunlarin
miktarlarin1 veren calismalar bulunmaktadir. Bu caligsmalarda genellikle sivi ve gaz
kromatografisi tekniklerine basvurulmustur. Kapiler elektroforez yontemi yiiksek
ayirma etkinligine sahip olmasi, kisa analiz siiresi ve az miktarda 6rnek ve ¢oziicii
kullanilmast bakimindan diger yontemlerden istiindiir. Bu tez ¢aligmasinda
CAPE’nin tayini igin, bir misel elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC)
yontemi kullanilmistir. Yapilan deneyler sonucunda optimum ayrima ortami 40 mM
N-siklohekzil-3-aminopropansiilfonik asit (CAPS), 50 mM sodyum dodesil siilfat
(SDS) ve 10 mM 2-hidroksipropil-p-siklodekstrin (2-HP-B-CD) (pH: 10,4) olarak
belirlenmigtir. Yontem basarili bir sekilde valide edilmistir. Ticari propolis sprey
orneklerinin (n=4) CAPE miktarlar1 16,88 — 80,45 mg CAPE/100 mL araliginda
bulunmustur. Sivas ve Zonguldak propolislerinin CAPE miktarlar1 ise sirastyla 330,8
—441,7 mg CAPE/100 g propolis olarak bulunmustur.

Caligmanin ikinci basamaginda ise CAPE miktarlar1 tayin edilen propolis
orneklerinin  anti-inflamatuvar ~ aktiviteleri incelenmistir. Inflamasyon, doku
fonksiyonu kaybiyla sonuglanan olaylar1 zincirinin biitiiniidiir. Inflamasyon
siirecinde inflamasyon aktivatorii olan tiimdr nekroz faktor-a (TNF-a) gibi bir ¢ok
pro-inflamatuvar sitokinlerin makrofajlar tarafindan salimi gerceklesir. Bu ¢alismada
propolis orneklerinin anti-inflamatuvar aktiviteleri, TNF-o enziminin in-vitro
inhibitdr aktivitesine dayanarak Ol¢iilmiis, ticari propolis spreylerinin inhibisyonu
%55,35 - %83,92 araliginda bulunmustur. Sivas ve Zonguldak propolisleri ise TNF-
a’y1 sirastyla %68,75 ve %66,07 oraninda inhibe etmistir.
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Son olarak orneklerdeki CAPE miktarlart ile Orneklerin anti-inflamatuvar
aktivitelerinin korelasyonu arastirtlmis ve 0,944 olarak bulunmustur. Bu yiiksek
korelasyon, propolisin anti-inflamatuvar etkisi lizerinde CAPE’nin 6nemli bir rolii

oldugunun gostergesidir.
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DETERMINATION OF THE CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER (CAPE)
CONTENT OF THE PROPOLIS SAMPLES AND INVESTIGATION OF
THEIR ANTI-INFLAMMATORY PROPERTIES

SUMMARY

Propolis, a product collected by bees from diverse plants, protects bee habitats from
insects and microorganisms, seal cracks and sterilizes their hives. The word
“propolis” is of Greek origin, “pro” meaning "defense™ and the “polis” meaning
"city". From here, the defense of the hive can be deduced. Propolis was discovered
before the period of Christ. Aristotle who wanted to examine bees by using
transparent hives realized that the transparency of the hive was closed by dark
colored and viscous materials. These materials were thought to be propolis.

It has been reported that propolis, traditionally used by the public since ancient times,
has been used in the treatment of skin diseases, digestive system disorders and ulcers
by Hippocrates. The most known feature of propolis is its effect against
microorganisms. The beneficial properties of propolis have been utilized since its
discovery and are still being used today. The biological activities of propolis, such as
anti-inflammatory, antitumor, antiulcer, antimicrobial and antioxidant, have also
become widespread in apitherapy, medicine, food and cosmetics. It is used in food
and beverages because it increases body resistance and has antibiotic effects. It also
has medicinal preparations against mouth and throat infections. Commercial propolis
products such as tablets, lozenges, mouth spray, shampoo, toothpaste and creams are
also available.

In regards to the properties of propolis, the substances in the content of these
products demonstrate differences in the construction of geographical regions and in
the variety of bees. The studies are indicated that propolis contains more than 300
compounds. The chemical composition of propolis varies depending on the flora of
the area it is collected in, the type of plants grown in that region, the climatic
conditions of the region, the season and time of collection, the amount of resin in the
bud, and the race of the bee and the content of the secreted material. Caffeic acid
phenethyl ester (CAPE) is one of the most common substance among these
compounds. CAPE has a great deal of pharmacological properties such as anti-
inflammatory, anticarcinogenic, antimicrobial, antiseptic, and antioxidant properties.

The research results of propolis and CAPE have shown that both properties have
beneficial ans extensive therapeutic effects. This discovery has increased the research
of propolis and CAPE not only in Turkey, but around the world as well. Generally,
chromatographic methods such as high performance liquid chromatography (HPLC),
gas chromatography (GC) were used in these studies. Capillary electrophoresis (CE)
is an analytical method which has high separation efficiency and short analysis time.
It seperates many different compounds from small ions to large molecules using
small amounts of solvent and sample. Capillary electrophoresis consists of several
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different modes. In order to the determine the CAPE in propolis content, micellar
electrokinetic capillary chromatography (MEKC) method was applied. MEKC is
used for the the separation of neutral compounds with high efficiency and sensitivity.

In the thesis study of CAPE content of the propolis samples, the working electrolyte
composition was selected as 40 mM N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid
(CAPS), 50 mM sodium dodecyl sulfate (SDS) and 10 mM 2-hydroxypropyl-p-
cyclodextrin (2HP-B-CD) at pH 10.4. The detection was performed by a UV-DAD
detector at A=230 nm. In this condition, the migration time was 6 minutes for CAPE.
Validation studies of the applied methods were performed and successful results
were obtained. The calibration equation was y = 3.478x — 11.17 with the correlation
coefficient (R?) of 0.994. The precision of the method was performed in terms of
inter-day and intra-day repeatability as RSD%. The standard CAPE solution,
prepared at a concentration of 25 pug/mL, was injected into the capillary column
seven times during the day. Repeatability was obtained by injecting 25 pg/mL CAPE
solution seven times in the course of three consecutive days (n = 7x3). The intraday
and inter-day repeatability values were obtained by calculating the relative standard
deviation (%) of corrected peak area and the migration time. The accuracy of the
method was examined by recovery analysis. Standard CAPE was added to the two
propolis samples in three different concentrations. These concentrations were added
as half of the amount, its own amount, and twice of the amount of CAPE detected in
the propolis samples. The limit of detection (LOD) was calculated as 1.48 ug/mL
and the limit of quantification (LOQ) was 4.93 pg/mL.

The developed MEKC technique was applied for two propolis samples collected
from Sivas and Zonguldak and four commercial propolis throat spray samples. Solid
propolis samples were homogenized after collection. The sample of Sivas propolis
was weighed at 10.14 g and extracted in a mixture of 140 mL of 98% ethanol - 2%
water (v/v) (72.429 mg/L). 3.18 g of Zonguldak propolis was precisely weighed and
extracted in a mixture of 63 mL of 98% ethanol - 2% water (v/v) (50.476 mg/L). The
samples were filtered through 0.45 pum diameter microfilter. Propolis samples
collected from Sivas and Zonguldak were diluted 25 times with methanol and the
commercial propolis spray samples were diluted 50 times. They were then injected
into the capillary column. CAPE amounts of the commercial propolis spray samples
were between in the range of 16.88 — 80.45 mg CAPE/100 mL. CAPE levels of Sivas
and Zonguldak propolis samples were found to be 330.8 mg and 441.7 mg
CAPE/100g propolis, respectively.

In the second part of this thesis study, anti-inflammatory activities of propolis
samples were investigated. Inflammation is a chain of events that results in loss of
tissue function. In the inflammation process, many pro-inflammatory cytokines, such
as inflammatory activator tumor necrosis factor-a (TNF-a), are released by
macrophages. In this study, anti-inflammatory activities of propolis samples were
measured based on the in-vitro inhibitory activity of TNF-a enzyme. For this
purpose, Human TNF alpha ELISA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) was used. Enzyme Linked-Immuno-
Sorbent Assay (ELISA) is an easy, fast and frequently used biochemical technique
which detects the presence of antigen or antibody in a sample. It has four different
types; sandwich (non-competitive), competitive, direct and indirect. The human TNF
alpha ELISA assay performed in this thesis is based on the sandwich ELISA
technique. In the study, antigen concentration in unknown samples is determined.

xxii



The kit contains a 96-well microplate with a broken and detachable lane coated with
a monoclonal antibody. After the materials in the kit are prepared in accordance with
the procedure given by the manufacturer, they are pipetted into this microplate
together with the samples of propolis. At the last step of the analysis, the absorbance
of the wells was read at 450 nm. Absorbance measurements were performed using
the BioTek Power Wave XS (Winooski, VT, USA) branded microplate reader and
Gen5 Data Analysis software. Inhibition values of commercial propolis sprays were
found between 55.35% and 83.92%. The propolis samples collected from Sivas and
Zonguldak inhibited TNF-a by 68.75% and 66.07%, respectively.

Finally, the correlation between the amount of CAPE in the samples and the anti-
inflammatory activities of the samples was investigated and found to be 0.944. This
high correlation indicates that CAPE has an important role on the anti-inflammatory
effects of propolis.

In the literature, there is not any studies that reveal the CAPE amount in Turkish
propolis. In this thesis, Turkish propolis was first evaluated in regards to their CAPE
amounts. Afterwards, the propolis’ anti-inflammatory activities were compared and
lastly, their correlation with CAPE contents were examined. In addition, this study
was the first to analyze CAPE by using the capillary electrophoresis method.
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1. GIRIS

Propolis ¢cam agaci, kizilagag, ségiit, kozalakli agag, palmiye ve kavak recinelerinden
toplanarak olusturulan, Apis mellifera tiirtindeki bal arilar1 tarafindan meydana
getirilen recineli bir {iriindiir. Arn kovanlarindaki c¢atlaklar1 onarmak ve patojenik
mikroorganizmalara karsi koruyucu bir bariyer yaratmak i¢in arilar tarafindan
kullanilir [1, 2]. Art kovaninin saglikli olmasi, kovanda bakteri ve virilis lirememesi
arilarin koloni halinde yasamlarini siirdiirebilmeleri agisindan 6nemlidir. Propolisin
kovan ic¢indeki temel gorevi arilar1 hastaliklara karst korumak, kovanda
mikroorganizma, viriis ve bakteri gibi patojenlerin liremesine engel olmasidir. Arilar
propolisi kovanlarimi kisin soguk havadan ve riizgardan korumak, kovan girisine
gelebilecek muhtemel tehlikelere karst koloniyi korumak, peteklerin temizliginde,
kralice armin yumurtasinin temiz bir ortamda gelismesinde ve yavru arinin
korunmasinda kullanmaktadir. Kovan i¢ine girip 6len boceklerin {izeri propolisle
kaplanarak bunlarin kovana zarar vermeleri engellenir. Yine kovandaki

mikroorganizma sayisinin atmosferden ¢ok daha az olmasinin sebebi propolistir.

Propolis kelimesi Yunanca kokenli olup pro "savunma", polis ise "sehir"
anlamindadir. Buradan sehrin veya '"kovan"in savunmasit anlami ¢ikarmak
miimkiindiir. Propolisin kesfi milattan 6nceki doneme dayanmaktadir. Arilar1 saydam
kovan kullanarak incelemek isteyen Aristo, kovanin saydamliginin koyu renkli ve
viskoz maddeler tarafindan kapatildigini1 farketmistir. Bu maddenin propolis oldugu
diistiniilmektedir. Propolis, 15-25 °C arasinda balmumu gibi sert, 1sitilinca (30-40
°C) yapiskan ve recinemsidir. Bu 6zelligi nedeniyle ar1 yapiskani olarak da bilinir. 80

°C'ye kadar 1sitildiginda ise kismen erir.

Cok eski zamanlardan beri agr1 azaltici/kesici ve yara iyilestirici etkilerinden dolay:
halk arasinda geleneksel olarak kullanilan propolisin Hipokrat (M.O. 460-377)
tarafindan deri hastaliklari, sindirim sistemi rahatsizliklar1 ve tlserin tedavisinde de
kullanildig1 bildirilmistir. Propolisin en ¢ok bilinen 6zelligi ise mikroorganizmalara
kars1 etkisidir. S6z konusu biitiin 6zellikler, propolisin glintimiize kadar kullanimini

saglamistir. Propolisin anti-inflamatuvar, antitimor, antiiilser, antimikrobiyal ve



antioksidan gibi biyolojik aktiviteleri giiniimiizde de apiterapi, tip, gida ve kozmetik
alaninda kullanimini yayginlastirmigtir. Viicut direncini arttirma ve antibiyotik etki
gosterme Ozelliklerinden dolay1 yiyecek ve igeceklerde de kullanilmaktadir. Ayrica
ag1z ve bogaz enfesiyonlarina karsi tibbi preperasyonlart bulunmaktadir. Tablet,
pastil, agiz spreyi, sampuan, dis macunu, krem gibi ticari propolis liriinleri de

hazirlanmistir.

Propolisin saglik iizerine bilinen olumlu etkileri 1960'lh yillardan beri bilim
adamlarmin dikkatini ¢ekmekte olup, giiniimiize kadar farmakolojik, biyoaktif ve
tyilestirici 6zellikleri ile ilgili pek ¢ok arastirma ve bilimsel makale yayilanmistir.
Bu makalelerde propolisin antimikrobiyal, anti-inflamatuvar, immiinomodiilatér,
rejeneratif, hepatoprotektif, antioksidan, anti-timér ve anti-HIV gibi biyolojik
aktivitelerine vurgu yapilmistir [3-10]. Propolisin alerjik etkisinin disinda ise
herhangi bir yan etkisi heniiz bildirilmemistir [2]. Propolis iizerine ilk ayrintili

caligma Ghisalberti ve arkadaslari tarafindan 1978 yilinda yaymlanmistir [11].

Farkli propolis ornekleriyle yapilan ¢aligmalar, propolisin kimyasal bilesiminin son
derece karmasik oldugunu ve bilesiminde 300'den fazla madde oldugunu ortaya
¢ikarmistir. Miinstedt ve Zygmunt (2001) propolisin genel bilesimini %50 regine,
%30 balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 organik kalintilar
olarak rapor etmistir [12]. Temel olarak kimyasal bilesiminde ise alifatik asitler,
esterler, aromatik asitler, yag asitleri, karbonhidratlar, aldehitler, amino asitler,
ketonlar, terpenoidler, vitaminler ve inorganik maddeler bulunmaktadir [3, 13, 14].
Propolisin kimyasal bilesimi, toplandigi bodlgenin florasina, o bdlgede yetisen
bitkilerin tiiriine, bolgenin iklim kosullarina, toplanma mevsimine ve zamanina,
tomurcuktaki regine miktarina, arinin ki ve salgiladigi madde igerigine bagli olarak
degismektedir [14]. Biitiin bu etmenler propolisin standartlagtirilip tedavi amagh
kullaniminda baz1 zorluklar ve smirlamalar getirir. Bu nedenle diinya ¢apinda pek
cok iilke artik kendi standartin1 olusturmaya baslamistir. Ulkemizde ise Tiirk
Standartlar1 Enstitiisii (TSE-2003) bir standart olusturmustur [15]. Bu standarta gore
propolis, fenolik asitleri, flavonlari, flavonelleri, flavononlari bulundurmalidir.
Benzoik asit miktar1 %0,6-12,0 (a/a), glikoz miktar1 %0,8-7,7 (a/a) ve sakkaroz
miktar1 %0,1-3,4 (a/a) olmalidir.

Propolisin uzun yillardan beri bilinen en 6nemli 6zelligi viriislere kars1 olan etkisidir.

Literatiire gére bundan sorumlu temel bilesik propolis igerigindeki kafeik asit fenetil



esterdir [16]. Kafeik asit fenetil ester (CAPE), propolis ekstraktindan dogal olarak
elde edilen, katekol halkasi i¢inde hidroksil gruplari igeren bir polifenoldur [16,17].
Antioksidan, anti-inflamatuvar, antikarsinojenik, antibakteriyel gibi pek cok etki
gosteren biyolojik ve farmakolojik ozelliklere sahiptir. Ayrica ksantin oksidaz,
siklooksijenaz (COX) ve niikleer faktor-kappa B (NF-kB) aktivasyonu gibi bazi
enzim aktivitelerinin inhibisyonunu igeren anti-inflamatuvar 6zelliklere sahip oldugu

literatiirde gosterilmektedir.

Giliniimiize kadar propolis ve CAPE’nin terapotik etkileri {izerine Tiirkiye’de ve
diinyada pek c¢ok calisma yapilmistir Calismalarda genellikle sivi ve gaz
kromatografisi teknikleri uygulanmistir [18-20].

Bu tez calismasinda ise propolis icindeki CAPE'nin tayini i¢in bir kapiler
elektroforez yontemi gelistirilmistir. Kapiler elektroforez, yiiksek hizda kiigiik
hacimler ile g¢alisilabilirlik ve yiiksek verim elde edilebilirliginden dolay1 yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve gaz kromatografisi (GC)’ ne kars1 iyi bir
alternatif olarak gelistirilmistir. Gidalarn analizinde, kalite kontroliinde ve kimyasal
bilesenlerinin tayininde kullanilarak diger yontemlerde uygulanmasi gereken on
hazirlik kisimlarini ortadan kaldirir ve injeksiyon yapabilme imkani saglayarak
analiz zamanint minimuma indirir. Gelistirilen kapiler elektroforez teknigi
Anadolu'dan toplanmis 2 adet propolis ile 4 adet ticari propolis preperatina

uygulanmis, bunlarin CAPE igerikleri aydinlatilmistir.

Tez caligmasinin ikinci basamaginda ise CAPE miktarlar1 bulunan propolislerin anti-
inflamatuvar aktiviteleri insan tiimor nekrozu faktorii-o. (TNF-a) enzimine kars1 test
edilmistir. Son olarak propolislerin anti-inflamatuvar aktiviteleri ile CAPE igerikleri

arasindaki korelasyon incelenmistir.






2. KAPILER ELEKTROFOREZ

2.1 Tarihsel Siirec

Elektroforez, elektriksel bir alan etkisi ile, yiiklii iyonlarin itilmesi veya g¢ekilmesi
sonucunda ortaya ¢ikan diferansiyel hareketler olarak tanimlanmaktadir. 1937°de
Isvecli Tiselius tarafindan ayirma teknigi olarak ortaya atilmistir [21]. Bir tiip
icerisinde tampon ¢ozeltilerin arasina protein karigimlar1 yerlestirdikten sonra,
elektriksel bir alan uygulanmistir ve bdylece 6rnek bilesenlerin, yiiklerine ve
mobilitelerine gore, belirli bir yonde ve oranda hareket ettigini gozlemlemistir. Bu
calisma sonucunda ise Tiselius, Nobel Odiilii'ne hak kazanmustir. Giiniimiizde ise
hizla gelisen bir ayirma teknigi olarak kullanilmaktadir.

Elektroforezde ¢06zelti igerisindeki sorunlardan biri pik genislemesidir. Bilim
insanlar1 boyle bir problemle karsilasmamak adina, poliakrilamid veya jel gibi anti-
konvektif ortamlar yaratarak, meydana gelebilecek sorunlar1 6nlemeye ¢alismiglardir.
Bu tarz ¢ozlimlerin niikleik asid ve proteinler gibi biyolojik makromolekiillerin
ayrilmasini sagladig fakat ayirma zamanimi uzattigi ve ayirmayi olumsuz etkiledigi
goriilmiistiir [22]. Zaman igerisinde, kolon ¢apinin kiigiiltiilmesi ile 1s1 olusumunun
minimum diizeyde tutulmasini ve 1simin daha verimli bir sekilde dagilmasim
saglayarak, pik geniglemesi problemini ortadan kaldirilabilecegi anlagiimistir [23].
1967 senesinde Hjerten tarafindan iyonlar, proteinler ve viriisler gibi bir ¢ok analiti
birbirinden ayirabilmek adina, 1 - 3 mm’lik kolonlar kullanmaya baglamistir [24].
1974°te Virtanen ve Mikkers, 200 um ¢apinda kolonlar kullanarak, pik genisliginin
azalmasin1 saglamislardir [25]. 1981 yilinda, Jorgenson ve Lukacs yaptiklar
caligmalarda, kapiler capin1 75 pm’ye azaltarak 30 kV’a kadar varan yiiksek ayirma
voltajinda yapilan calismalar1 miimkiin kilmiglardir. Bir yandan olduk¢a fazla
miktardaki analitlerin ayristirilmasin1 saglarlarken, diger taraftan da 1s1 dagiliminm
kontrol altina almayir basarmiglardir [26]. 1989 yilindan itibaren ise, Beckman

Coulter vasitasiyla ilk kez ticari bir kapiler elektroforez sistemi kullanilmaya



baslanmistir [23]. Bu durum, biyolojik alanda pek ¢ok onemli gelismenin meydana
gelmesini saglamstir.

Tim bu gelismelerin sonucunda kapiler elektroforezin en biiyiik avantajlarindan
birisi olarak birden fazla uygulama alanina sahip olmasi sdylenebilir. Yalnizca amino
asitler, boyalar, vitaminler, pestisitler, inorganik iyonlar, organik asitler, slirfaktanlar,
karbohidratlar gibi makromolekiilleri ayirmada degil, tek seferde yapilan analizlerde
birden fazla molekiilii ayirmanin miimkiin olabilecegi anlasilmistir. Bunlara ek
olarak ekonomik ve hizli olmasi, diisiik hacimde 6rnek ve ¢oziicli kullanimina imkan

vermesi agisindan dnemli ve hizla gelisen bir ayirma yontemidir [27].

2.2 Kapiler Elektroforez Tekniginin Calisma Prensibi

Kapiler elektroforez cihazinda ayirma islemi, silindir seklindeki kapiler kolonlarin
her iki ucunun bir tampon ¢ozeltiye batirilarak, igerisinden 5 — 30 kV’lik yiiksek bir
voltaj ve 200 — 500 V/em’lik elektrik alan gegirilmesi ile saglanmaktadir. Kapiler
kolonun i¢ ¢ap1 25 — 100 pm, uzunlugu 30 — 100 cm olacak sekilde ayarlanmalidir.
I¢ capin kiigiik olmasi sonucunda hem yiiksek elektrik alan uygulanabilir, hem de
meydana gelen 1s1 etkili bir sekilde dagitilabilmektedir. Yiiksek elektrik alan
uygulamasi ile numunenin gelme siiresi kisaltilir. Uygulama sonucunda, pozitif
yiiklii bilesenler negatif elektroda, negatif yiikliiler ise pozitif elektroda dogru hareket
ederler [22].

2.3 Kapiler Elektroforezde Ayirma Terimleri
2.3.1 Elektroforetik mobilite
Sabit hizla hareket eden iyonlarin veya kolloidal taneciklerin, elektrik alanlarinin
arttirtlmasi ile hizlarinda artig goriilmektedir.
Elektrik alan uygulamasi sonucunda, yiiklii bir iyonun hizi, asagida ifade edilen
esitlikte oldugu gibi tanimlanmaktadir.
V=l . E (2.1)
V=l .V.L? (2.2)
v : Iyonun hiz1
Uep : Elektroforetik mobilite
E : Elektrik alan
V : Uygulanan voltaj

L : Kapiler uzunlugu



2.1 esitliginden, elektroforetik mobilitenin sabit oldugunu ve elektrik alani
arttirdigimizda hizin da dogru orantili olarak arttigini anlayabiliriz. Bunlara ek
olarak, ¢ozelti igerisinde uygulanan elektrostatik kuvvetin (Fg) parcacigin yiikii (q)
ve elektrik alani (E) ile baglantili oldugu, asagidaki esitlikten anlasilabilir.
Fe=q.E (2.3)

Elektrostatik kuvvet etkisi ile ytiklii parg¢aciklarin hizlandigi ve bunun sonucunda ise
go¢ etmeye basladiklar1 gozlenmektedir.
Pargaciklarin ayrilmalari, stirtiinme kuvvetinden de etkilenir. Siirtinme kuvveti (Fg),
harekete ters yonde gergeklesen bir kuvvettir.

FE=6.m.n.r.v (2.4)
Stokes esitligi ile gosterilmektedir.

n : Cozeltinin viskozitesi
r : Iyonun yarigap1

v : Iyonun hizi

Tiim bu siire¢ sonunda, elektrostatik kuvvet (Fg) ve siirtiinme kuvveti (Fg) denge

haline gelirler [28].

Fe=F¢ (25)
q.E=6.m.n.r. . E (2.6)
Hep=Q/(6.m.7M.1) (2.7)

2.7 esitligine gore eger iyon boyutu kiiciik, iyon yiikii bilyiik olursa, hareket hizinin
yiiksek olabilecegi ve boylece iyi bir ayirrma meydana gelebilecegi, fakat eger iyon
boyutu biiyiik, iyon yiikii kiiciik olursa, hareket hizinin diisiik olmasi neticesinde
madde ayriminin da zor olacagi anlagilmaktadir.

2.3.2 Elektroosmotik akis (EOA)

Kapilerin i¢ duvarinda olusan serbest silanol gruplar (Si — O — H) ile [27], ¢ozelti
yiizeyi arasinda elektriksel ¢ifte tabaka olusmaktadir. Eger, pH < 2,5 ise, serbest
silanol gruplari, nétr Si — O — H olacak sekilde bulunurlar. Fakat eger pH > 3 olursa,
bdyle bir durumda i¢ duvardaki silanol gruplarinin protondan arindirilmis olmasi
nedeniyle (SiIOH () <> SiO" + H'(g), negatif yiikli (SiO) olusacaktir. Kapiler

duvarindaki yiikiin negatif olmasi sebebiyle, tampon ¢ozelti icerisindeki pozitif



yiikler, negatif yiiklere dogru c¢ekilmektedir. Boylece elektriksel bir ¢ift tabaka
olustururlar. Bu durumda, kapiler iizerine yiiksek bir voltaj uygulanmasiyla, pozitif
iyonlar, negatif elektrota dogru yonelirler ve katyonlar solvatize olduklar1 igin
tampon ¢ozeltinin de katota dogru hareket etmesine neden olurlar. Bu akisa da EOA
denir [22]. Elektroosmotik akis gosterimi Sekil 2.1°deki gibidir.

Si Si Si Si Si Si Si
) 1 1 ) 1 1 )
éﬁ § § é- § § §
Anot —> — Katot
© —_—
= o &% @ EOAC O3 2
o< o ——p
3 §°8°%8 878 8
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1 1 1 I I 1 I
Si Si Si Si Si Si Si

Sekil 2.1 : Elektroosmotik akis gosterimi [29].

Uygulanan elektriksel alan altinda, yiikli maddelerin elektroforetik akis hizi ile
anottan katota dogru hareket ettikleri goriilmektedir. Elektroforetik akis hizi,

asagidaki formiile gore hesaplanmaktadir.
Vep = Hep . E (2.8)
Vep: Elektroforetik akis hiz
Uep - Elektroforetik mobilite
E : Elektriksel alan kuvveti

Sekilde gosterilen hareketli tabaka ile sabit tabaka arasinda potansiyel meydana

gelmektedir. Bu potansiyele, zeta potansiyeli (&) adi verilir ve Helmholtz esitligi ile

gosterilir.
E=4.1.M. Ueoa! € (2.9)
eoa - Elektroosmotik mobilite
n: Tamponun viskozitesi
€. Tamponun dielektrik sabiti

Formiilleri yerine koydugumuzda, Elektroosmotik Akis Hiz1 (Veoa) nin;



Vesam€.&.E/4.71.1 (2.10)
esitliginden saglandig1 goriilmektedir.

Elektroosmotik akis boyunca hareketli iyon, elektroosmotik akis hiz1 ile

elektroforetik akis hizinin toplami kadar hizli hareket edebilmektedir. Bu nedenden

yola ¢ikarak:

Pozitif iyonlarin hizi ; vi : ([eo + i) -E (2.11)
Negatif iyonlarin hiz1 ; vi : (Meo - 1i ) -E (2.12)
Notral Partikiiller hizi ise ; vi : Heo . E (2.13)

formiillerinden hesaplanmaktadirlar [30].

Elektroosmotik akis, iyonlarin yiiklerini dikkate almadan, anottan katota dogru
ilerlemelerine olanak saglamaktadir. Katyonlar, elektroosmotik akis ile ayn1 yonde
hareket ettiklerinden otiirli, anyon ve notral pargaciklardan daha hizli ilerleme
kaydederler. Anyonlarin hareket yonii ise, elektroosmotik akisin tam tersi yoniinde
olmasindan dolayi, diger parcaciklardan daha yavas hareket etmektedirler. Bu
sebeple, tek seferde yapilan analizde, anyon, katyon ve ndtral pargaciklar

birbirlerinden bu yontemle ayrilabilirler [22].

EOA sonucunda 1iyi bir ayrimin gerceklesmesi icin kapiler icerisindeki
elektroosmotik akis1 hareket ettirici kuvvetin dagilim sekli de 6nemlidir. Eger bu
kuvvet her yone esit ve diiz bir sekilde dagilirsa, i¢ yiizeyde basing farklilig:
yaratmaz. Boylece, partikiiller i¢erisinde de herhangi bir dagilim s6z konusu olmaz
ve detektorden, simetrik ve dik gorlinen pikler elde edilebilir. Diger taraftan
HPLC’de dis basing itici gii¢ halindedir. Boylece parabolik bir akis kuvveti meydana
gelir. Bunun sonucunda ise pik genislemesi kacinilmaz olur. Pik genislemesi iy1 bir
ayrim yapilabilmesini engellemektedir. Aksine eger diiz bir akis kuvveti varsa, 1y1 bir
ayrim gozlenebilmektedir [22, 30]. Elektroosmotik ve parabolik akis Sekil 2.2°de

karsilsatirilmistir.



Elektroosmotik Akis Parabolik Akis

W
l

(@) (b)

Sekil 2.2 : CE ve HPLC de akis ve pik profilleri: (a) elektroosmotik akis (b)
parabolik akis [22].

2.3.2.1 Elektroosmotik akis hizina etki eden faktorler

Elektroosmotik akis hizinin degismesine neden olacak bir¢ok faktér mevcuttur ve

bunlarin etkileri su sekilde agiklanabilmektedir [22, 28]:

a) Sicaklik etkisi
Sicakligin artmasi ile viskozite (1) azalacagindan dolay1 elektroosmotik akisin hizi

artacaktir.

b) Iyonik siddet ve konsantrasyon etkisi

Iyonik siddet ve konsantrasyon zeta potansiyeline (&) etki eder. Iyonik siddeti veya
tamponun konsantrasyonu arttirtldiginda zeta potansiyeli dolayisiyla elektroosmotik
akis hiz1 azalir. Ayrica iyonik siddetin artmasi ile yiiksek akim meydana gelirken,
joule 1sis1 olusur. Eger iyonik siddet azaltilirsa, adsorpsiyon meydana gelir ve

elektroosmotik akis hizi artar.

¢) Yiizey aktif madde etkisi

Yiizey aktif madde etkisini, pozitif yiiklii yiizey aktif maddeler ve negatif yiikli
yiizey aktif maddeler olmak tizere iki farkli sekilde ele alabiliriz. Pozitif yiiklii yiizey
aktif maddeler elektroosmotik akisin hizin1 azaltir veya akig yOniinii tersine
cevirebilir. Negatif yiiklii ylizey aktif maddeler ise elektroosmotik akisin hizini

arttirir.

d) Organik coziicii ilavesinin akis hizina etkisi
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Organik ¢oziciilerin su ile karistirilmasi ile tamponun dielektrik sabiti (€) azalir.
Dielektrik sabitinin azalmasimin elektroosmotik mobilitesi (peoa) lizerinde azaltici
etkisi vardir. Ayrica su ile karisan organik c¢oziiciiler, zeta potansiyeli (&) ve
viskozitenin (1) degismesine de neden olurlar ve boylece elektroosmotik mobiliteyi

azaltict yonde etki ederler.

e) Tampon pH’mmin elektroosmotik akis hizina etkisi

Tampon pH’inin degistirilmesi sonucunda, elektroosmotik akisin hizi ¢ok basit bir
sekilde degistirilebilir. Akis hizinin degistirilmesinde uygulanabilecek en kullanislt
yontemdir. Diistik pH, elektroosmotik akisin hizin1 azaltict yonde etki ederken,
yikksek pH akis hizimi arttirir. Dezavantaj olarak, ¢ozeltinin yiikiinii veya yapisini
degistirebildigi soylenmektedir.

f) Elektrik alan etkisi

Elektroosmotik akis hizini etkileyen diger bir faktor elektrik alandir. Elektrik alanin
artmasi ile elektroosmotik akis hizi da artar. Ancak elektroosmotik akis hizinin
artmasi joule 1sisinin olugmasina sebep olur. Elektrik alani azalttigimizda ise akig
hizinda azalma goriiliir.

2.3.3 Goriiniir mobilite ve gelme zamani

Elektroosmotik akis varliginda o6lgiilen mobiliteye “gortiniir mobilite (pg)”,
cozeltilerin detektore ulagsmasi i¢in gereken siireye ise “gelme zamani (t)” denir. Her

iki ifadeyi olusturan esitlikler asagida goriilmektedir.
pug=1/(E) =1L/ (tV) (2.15)
Hg = He THEOF (2.16)
V: Uygulanan voltaj
I: Kapilerin etkin uzunlugu
L: Kapilerin toplam uzunlugu
t: Gelme zamani
E: Elektrik alan

Elektroforetik mobilite (L), elektroosmotik akis hizi 6lgiilerek ulasilabilen goriinen

mobiliteden (pg) elde edilmektedir.
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Elektroosmotik akis hizin1 6lgmek icin aseton, dimetil siilfoksit (DMSO) gibi,
bulundugu ortamda etkilesime girmeyen nétral ¢oziiciiler kullanilmalidir. Ayrica,
kapiler kolonun etkin uzunlugu olarak tanimlanan ifade, enjeksiyon noktasindan

dedeksiyon noktasina kadar olan uzaklik olarak hesaplanmalidir [22].
2.3.4 Analitik parametreler

2.3.4.1 Ayirma etkinligi

Elektroforezde gergeklesen ayirma etkinligi, ¢oziinen maddelerin akiskanliklarindaki
farkliliga gore sekil almaktadir. Teorik tabaka sayisi N ile ifade edilir ve kapilerin

boyu ile orantilidir.

N = (I/6)? (2.17)
1 : Kapiler uzunlugu
o : Pikin standart sapmasi
Pikin standart sapmasi ise;

o? =2 Dt (2.18)

D : Difiizyon katsayist
olarak ifade edilmektedir.

Tiim bunlarin yan1 sira ayirma etkinligi, teorik tabaka sayisina esdeger bir yiikseklik
(HETP) ile orantilidur.

H=1/N (2.19)

Teorik tabaka sayisi ile standart sapma formiillerini kullandigimizda, meydana gelen

yeni elektroforetik ifade;

N = pepVI/ 2DL (2.20)
seklindedir.
E=V/L (2.21)
formiiliinden,
N = pepEl / 2DL (2.22)

esitligi elde edilebilir. Bu esitlikten, kapiler igerisindeki molekiillerin yiiksek elektrik
alan altinda daha kisa siirede geldigi, ayrica diisiik difiizyon katsayisina sahip biiyiik
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molekiillerin, kiigiik molekiillere gore daha diisiik bir ayirma etkinligine sahip

olduklar1 goriilmektedir.

Bunlara ek olarak, teorik plaka sayis1 degeri, elektroferogramdan yararlanilarak da
belirlenebilir [22].

N =554 . (t/ wip)? (2.23)
t : GOg siiresi

Wiz : Yart yiikseklikteki pikin genisligi

2.3.4.2 Ayirma etkinligine etki eden faktorler
a) Pik genislemesi

b) Boylamsal difiizyon

¢) Ornek inj. Hacmi

d) Joule 1s1s1

e) Enjeksiyon uzunlugu

f) Elektrodispersion

g) Duvar adsorpsiyonu

2.3.5 Rezoliisyon

Rezoliisyon, piklerin tam olarak birbirinden ayrilmasidir. Asagidaki esitlik ile ifade
edilir [22].

_ 2(t2—-t1) _t2-t1
wl4+w2 40

(2.25)
t : Gog Stiresi

w : Pikin taban genisligi

0 : Zamana ait standart sapma

Rezoliisyon ayrica, asagidaki denklemden de elde edilmektedir.

i \%
R =0.177Ap /—w 5 (2.26)

Ap=pz - p (2.27)

D : Analitin difilizyon katsayisi
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Uep - Elektroforetik mobilite

Kapiler elektroforezde rezoliisyonu arttirmak igin, elektroforetik mobiliteler
arasindaki farkin maksimum hale getirilmesi gerekmektedir. Bu durum genellikle,
tampon pH’inin ayarlanmasi sonucunda, analitte meydana gelen iyonlasma halinin
degismesi ile gerceklestirilebilir. Ayrica, yiizey aktif madde eklenmesi veya jel
kullanilmast ile de ayirmanin etkinligi arttirilabilir. Bu ¢6ziimler uygulandiktan
sonra, kapiler boyunca uygulanan voltajin arttirilmasi ile rezoliisyonun gelismesi
kaginilmaz olacaktir [27]. Fakat yiiksek voltaj, joule 1sisinda artisa neden olacagi igin

istenmeyen bir durum yaratacaktir.

2.4 Kapiler Elektroforez Cihaz Kisimlari

Kapiler elektroforez cihazi genel olarak detektor, kapiler kolon, giris ve cikista
bulunan vialler, yiiksek voltajli gii¢ kaynag1 ve veri kayit bilgisayarindan meydana
gelmektedir. Ayrica, sistem igerisindeki kapilerin sicakligini kontrol altinda tutmak

i¢in termostat bulunmaktadir. Cihaz kisimlar1 Sekil 2.4’te gosterilmektedir.

Veri Kawvit
Bilgisavar:
Ornek
Biélgesi
Kapiler - |Kapiler
Girisi Dedektdr || ey

EJ - [
. Tampon _ __—
Anot Cozeltiler Katot

Yiiksek Voltajh
Giic Kaynag@

Sekil 2.4 : Kapiler elektroforez cihazi [31].

Elektroforezde ilk olarak kapilerin u¢ kisimlari giris ve ¢ikis vial kaplarina batirilarak
1 M NaOH ve deiyonize su ile 6n yikama calismalari baslatilir. Ardindan bu uglarin
tamponla temas halinde bulunmasi saglanir. Digardan uygulanan yiiksek voltaj ile,
kapilerin anot kismindan enjekte edilen ornek ¢ozelti, katota dogru hareket etmeye
baslar. Detektorde detekte edilir. Elde edilen veriler, detektor cevabinin zamana karsi

grafigi olan elektroferogramlar halinde gozlemlenirler.
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2.4.1 Kapiler kolon

En fazla kullanilan kapiler kolon, erimis silika kapiler kolondur. Bu kolon disinda,
cam veya plastik kapiler de bulunmaktadir. Fakat bunlar diisiik dalga boylu UV
bolgeleri i¢in yeterince saydam olmadiklarindan dolay, silika kapiler daha ¢ok tercih
edilmektedir [22]. Erimis silika kapiler kolonun dis kaplamasi, disaridan gelecek
etkenlerden dolayr zarar goriip kirilmamasi adina poliimid ile korunmaktadir.
Cihazdaki 151k yoluna denk gelen kismin kapanmasini onlemek i¢in, bu kisim

yakilarak, deteksiyon alani olugturulmalidir.

Kolonun tiirii ve boyutu, numunenin tiiriine, analite, yonteme ve analizin siiresine
gore ayarlanmaktadir. Ideal bir kolonda olmasi gereken &zellikler elektrik
iletkenliginin olmamasi, detektdrle uyum igerisinde ¢aligmasi, inert bir kimyasala
sahip olmasi, saglam ve esnek olmasi seklinde siralanmaktadir. Kolon dis ¢ap1 350 —
400 pum, boyu 50 — 75 cm olmali ve i¢ ¢ap1 yiiksek 1s1 agiga ¢ikmamasi i¢in, 25 — 75
um arasinda tercih edilmelidir. Kapiler kolonun ilk defa kullaniminda, 6nce kolonun
1 M NaOH ve su ile yikanmasi saglanarak, tampona gecis yapilir. Boylelikle,
kapilerin i¢ kisimlarinda olusan silanol gruplarinin iyonlagsma orant ile
elektroosmotik akis, her analizde ayni olacak sekilde sabitlenmis olur. Son olarak da

calisma bitiminde, kolondan muhakkak su gecirilmelidir.

2.4.2 Yiiksek voltajh gii¢ kaynag:

Gili¢ kaynagindan voltaj, akim ve gii¢ elde edilmektedir ve bunlar elektroforez icin
onemli parametrelerdir. Uygulanacak voltaj maksimum 30 kV olmalidir ve ayarlanan
deger sabit tutulmalidir. Voltajda meydana gelecek artis, dogrudan elektrik alanin
artmasina neden olacaktir. Elektriksel alanin artmasi sonucunda ise, elektroosmotik

akis hizlacaktir ve gog siiresi ile alan tekrarlanirligi degisecektir.

2.4.3 Ornek enjeksiyonu

Kapiler elektroforezde yiliksek verim elde etmek i¢in, kiiciik hacimlerde enjeksiyonla
calisilmaktadir. Enjeksiyon hacmi 1 — 50 nL olarak ayarlanmalidir. Boylece az
miktarda 6rnek harcanabilir. Ayrimi yapilacak olan 6rnegi kapiler igerisine almak
icin, hidrodinamik ve elektrodinamik enjeksiyon olmak fizere iki farkli enjeksiyon

sistemi uygulanmaktadir [22].
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2.4.3.1 Hidrodinamik enjeksiyon

Hidrodinamik enjeksiyon, enjeksiyon yoOntemleri arasinda en fazla kullanilan
enjeksiyon olup, li¢ farkli yontemle gergeklestirilmektedir. Birinci yontem, kapilerin
ornek kismina 50 mbar civarinda bir ka¢ saniye boyunca basing uygulamasidir.
Basing uygulandiktan sonra voltaj uygulanmasiyla analiz devam ettirilir. Ikinci
yontem, kapilerin detektor ucuna vakum uygulanmasidir. Belirlenen miktardaki
numunenin vakum sonucunda kapilere girmesiyle, vakum Kkesilir ve voltaj
uygulanarak analize devam edilir. Ugiincii ve son yontem ise, kapilerin drnek kismi,
detektor ucundan daha yiiksege yerlestirilerek seviye farki olusturulur. Buna sifon

etkisi denilmektedir. Enjeksiyon hacmi, Poiseuille denklemi ile hesaplanmaktadir.
Venj = (AP.11*. tenj) / 8.10.L (2.28)
AP : Kapiler boyunca basing farki (dyn.cm'2 )
t : Enjeksiyon siiresi (s)
1 : Tamponun viskozitesi (dyn.s.cm™?)
L : Kapilerin boyu
Sifon etkisiyle yapilan basing farki ise;
AP =p.g.Ah (2.29)
p : Ornegin yogunlugu (kg.m™)
g : Yercekimi ivme katsayisi (9,82 N.kg™)
Ah : Ornek ve tampon kabr arasindaki yiikseklik fark1 (m)

esitliginden hesaplanmaktadir [28].

2.4.3.2 Elektokinetik enjeksiyon

Elektrokinetik enjeksiyonda, kapilerin ucu, 6rnek kap icerisine konularak, kisa
stireligine voltaj uygulanir. Elektroosmotik akis ve iyonik goc etkisi ile, ornekteki
iyonlarin kapiler igerisine girmesi saglanir [28]. Elektrokinetik enjeksiyonun
tekrarlanirliginin, hidrodinamik enjeksiyona gore daha az oldugu ve bu enjeksiyon
tekniginin, hizli hareket eden iyonlari, yavas hareket eden iyonlara gore daha fazla

oranda kapilere aldig1 anlasilmistir [30].

W = [(ep +Hrteor) T Vi ;. C]/ L (2.30)
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Lep : Molekiiliin elektroforetik mobilitesi

Weof - Ornek ¢Ozeltisinin elektroosmotik mobilitesi

Vi : Enjeksiyon voltaji

ti: Enjeksiyon zamani

L : Kolon uzunlugu

C : Ornek konsantrasyonu

w : Enjekte edilen 6rnek miktari

Esitlikten, sistemdeki 6rnek miktarinin, enjeksiyon zamani ve enjeksiyon voltajinin
degistirilerek kontrol edilebilecegi sonucuna varilmaktadir.

2.4.4 Elektrotlar

Kapiler elektroforezde, anot ve katot olarak platin elektrotlar kullanilmaktadir.
Elektrotlarda meydana gelen reaksiyonlar, suyun dekompozisyonu sonucunda

olusurlar [22].
2H,0 — O, (g) + 4H" + 4¢”

2H,0 + 26" — H, (g) + 20H"

2.4.5 Detektor

Detektorler, konsantrasyon degisikliklerinden meydana gelen kimyasal sinyallerin,
elektrik sinyaline doniistiiriillmesinde kullanilirlar [24]. Kapiler elektroforezde
kullanilan birden fazla detektor tiirii, tespit sinirlari, avantajlar ve dezavantajlar

Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1 : Kapiler elektroforez detektor tiirleri [24].

Tespit Sinir1

Detektor Avantajlar / Dezavantajlar

(mol.L ™
Kapsamli uygulama alanlari
UV Absorpsiyon 107 - 10" Diodarray detektorleri ile spektral
dedeksiyon
Hassas
Floresans 10° - 10* Genellikle 6rnek tiirevlendirilmesi
gerektirir
Kapsamli uygulama alanlari
fletkenlik Detektorii 107-107°

Ozel kapiler modifikasyonu gerektirir
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Cizelge 2.1 (devam) : Kapiler elektroforez detektor tiirleri [24].

Tespit Sinirt

Detektor (mol. L'l)

Avantajlar / Dezavantajlar

Cok hassas
Pahali
Genellikle 6rnek
tiirevlendirilmesi gerektirir
Hassas
Sadece elektroaktif analizlerde
Amperometrik Detektor 10®-10° kullanighdir
Ozel kapiler modifikasyonu
gerektirir
Potansiyometrik Detektor 10 Alkali iyonlarina uygulanabilir
Hassas
Kiitle Spektrometre 8 Yap1 hakkinda bilgilendirme
. 10 <
Detektorii saglar
CE ve MS arayiizii karmagiktir

Lazer Indiiklenmis Floresans 103 - 10"

2.4.5.1 UV detektor

Kapiler elektroforezde en sik kullanilan detektordiir. Temel prensibi, UV 1sinlarinin
kapiler kolon {izerine odaklanmasi seklinde acgiklanabilir. Analit tarafindan

absorblanan 1g1nin miktar1 Lambert — Beer kanunu ile tespit edilmektedir.
A=¢ecl (2.31)
A: Absorbans
€: Analitin molar absorptivitesi
l: Isin yolunun uzunlugu
c: Konsantrasyon

Esitlikten de goriilecegi ilizere, dedeksiyon konsantrasonunu minimum miktarlarda
tutabilmede 1gmm yolunun uzunlugu onemli bir rol oynamaktadir. Bunun igin
deteksiyonun kolon fiizerinde, diger bir adiyla, detektor hiicresinde yapilmasi
gerekmektedir. Bu sebeple, oncelikle kapiler i¢ kisminda bulunan poliimid
kaplamanin bir kism1 yakilarak optik bir pencere acilir. Bu pencere detektor hiicresi
olarak kullanilir. Dedeksiyon sonucu olusan pik genisliginin 2 ile 5 mm arasinda
olmast gerektiginden dolayi, acgilan bu optik pencere, bu miktarin iigte biri
biyiikliigiinde olmalidir [22]. Isin yolunun kisa olmasi pik genislemesi ortadan
kaldirir, yiiksek rezoliisyon elde edilmis olur. Fakat ayni zamanda deteksiyon

hassasiyeti azalarak, analitin gozlenebilme sinir1 kisitlanmig olur. Isin yolunun
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arttirtlmasi gerektigi durumlarda “z” veya baloncuk sekline detektor hiicresine sahip
bir kapiler kullanilmast yeterli olacaktir. Boyle bir detektdr hiicresi kullanilarak,
dedeksiyon hassasiyeti de arttirilmis olur [22]. Bunlara ek olarak, optik pencereden
maksimum verim elde etmek ve detektore ulasan kacak 15181 minimuma indirebilmek
icin, gelen 1s1nin dogrudan kapiler {izerine ulagmasini saglayacak bir detektor dizayni
da 6nem arz etmektedir. Dogru bir detektor dizayni, detektorde olusacak hassasiyeti

arttirma ve lineer dedeksiyon aralig1 agisindan 6nemlidir.

2.5 Kapiler Elektroforez Uygulamalar:

Kapiler elektroforezin 6nemli 6zelliklerinden birisi gida, ilag, madencilik gibi bir ¢ok
farkl1 uygulama alanlarinda kullanilabilen, biiylik molekiillerden kiiciik iyonlara
kadar pek cok yiiklii molekiiliin ayrilmasini saglayan bir ayirma yontemi olmasidir
[27]. Bunlarin yaninda, nétral bilesikleri ayiran veya analitlerin biiyiikliiklerine gore
ayrilmasint saglayan yontemler de mecvuttur [22]. Kapiler elektroforez kendi
igerisinde birgok farkli moddan olusmaktadir. Bu yontemler ve ayirma

mekanizmalar1 Cizelge 2.2'de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2 : Kapiler elektroforez yontemleri [22]

Y ontem Ayirma Mekanizmalari

Kapiler Zon Elektroforez  Analitlerin yiik/biiyiikliik farkliliklart

Elektrokinetik Ayirma elektrolitine eklenen katki maddesi ile analitin
Kromatografi kimyasal olarak etkilesmesi

Misel Elektrokinetik Analitlerin misel ile hidrofilik — hidrofobik etkilegimleri
Kapiler Kromatografi

Kapiler Jel Elektroforez Farkli biiyiikliiklerdeki analitlerin jel gozeneklerinden

gecmesi
Izoelektrik Odaklanma Analitlerin i1zoelektrik noktalarinin farkli olmasi
[zotakoforez Analit ile tamponlarin arasindaki mobilite farkliliklar

Kapiler igerisine konulan sabit faz ve hareketli fazlarin

Elektrokromatografi analitler ile farkli dagilimlar

Bu tez ¢alismasinda misel elektrokinetik kapiler kromatografiden yararlanildigi igin

sadece bu yontem ele alinmstir.

2.5.1 Misel elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC)

1984 yilinda Terabe ve arkadaslari elektroforez ve kromatografi kesisimi olan, CE

modlar1 arasinda yaygin olarak kullanilan misel elektrokinetik kapiler kromatografi
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(MEKC) metodunu gelistirmiglerdir [32-33]. Bu yoOntemin esas oOzelligi, yikli
analitlerin ayrilmasi kadar, noétral ¢oziinenlerin de ayrimimi yapabilen tek
elektroforetik teknik olmasidir [22]. Bu ayrimi yaparken, noétral ve yiikli
parcaciklarin ayni1 anda birbirlerinden ayrilmalarina olanak saglamaktadir. Bu ayrim,
calisma tamponu igerisine ylizey aktif madde eklenmesi ile gerceklestirilmektedir
[33]. Tampon ¢ozeltiye ilave edilecek yiizey aktif maddenin konsantrasyonu, Kritik
misel konsantrasyonundan daha yiiksek bir konsantrasyonda olmalidir. Yiizey aktif
maddenin kritik misel konsantrasyonundan daha yiiksek konsantrasyonlarda
¢cozlinmesiyle misel olarak bilinen kiimeler meydana gelmektedir. Misel, kolon
igerisinde sabit faz gibi davranmaya baglar. EOA katota dogru ilerlerken, sodyum
dodesil siilfat (SDS) gibi anyonik yiizey aktif maddeler EOA’nin tersi yoniinde,
kapilerin giris kismindaki anota dogru go¢ ederler. Fakat EOA hizi, miselin ndtr veya
bazik pH’daki go¢ etme hizindan fazla oldugundan dolayi, net akis yonii EOA
yoniinde olup, katotta bulunan detektére dogrudur [22]. Misel elektrokinetik
kromatografide, tampon karisiminin hizli hareket eden sulu faz ile yavas hareket
eden misel fazlarindan meydana geldigi s6ylenebilir. Bdyle bir sisteme numune ilave
edildiginde, numune bilesenleri hareketli faz ve miselin i¢ kismi olan hidrokarbon
faz1 arasinda dagilirlar. Buradaki dagilma dengesi ¢6ziinen maddenin polaritesine
baghidir. Coziinenin polar olmasi durumunda sulu faz tercih edilirken, polar olmayan

maddeler ise hidrokarbon faz olan miseli tercih eder [29, 30].

Misel, genellikle kiiresel yapidadirlar. Bir miselde, hidrofobik kuyruklar suyla temasi
en aza indirmek i¢in merkeze dogru yonelirken, hidrofilik kafa kisimlar suyla temasi
en ist diizeye ¢ikarmak i¢in dis yiizeyde konumlanirlar [33]. Bir miselin yapisi, Sekil

2.5’te gosterilmektedir.

Yiizey Aktif Madde

Kafa Kismm
/ Yiizey Aktif Madde %
; .-\_, » Kuyruk Kismm :
._/"
(a) (b)

Sekil 2.5 : (a) Yiizey aktif madde monomerleri (b) Misel [34].

Ayrim, nétral taneciklerin icerigindeki hidrofilik ve hidrofobik gruplarin misel ile
etkilesimi sonucu gerceklesir. Hidrofilik molekiiller solvent boyunca daha hizli

hareket ederler, hidrofobik molekiiller ise misel igerisinde daha fazla kalirlar.
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Hidrofobik bilesikler misel ile ne kadar giiclii bir etkilesime girerse gelme zamanlari
da o kadar uzar [33]. Bir analitin misel tarafindan alikonma siiresi (t;), asagidaki

esitlige gore tarif edilmektedir [27].
tr = to(l + k') / l + (to/ tmc) kl (2.32)

Ayrimin en iyi sekilde yapilabilmesi i¢in, t, Ve iy arasindaki fark maksimum

seviyelerde tutulmalidir.
K'=(t-t)/to(1-t/tme) = K(Vs/ V) (2.33)
k' : Kapasite faktorii
t; : Coziinenin alikonma zamani
to, : EOA’ya dogru hareket eden ¢oziinenin alikonma zamani
tmc : Miselin alikonma zamam
K : Ayrilma katsayist
Vs : Misel fazin hacmi
Vn, : Hareketli fazin hacmi
MEKC’de iki tiirlin ¢oziiniirligi su sekilde verilmektedir:
R=(NY2/4) (0-1/0) (k'2/ K2 + 1) [1 - (to/tm) / 1 — (to/tm)ka] ~ (2.34)
a=k'2/ K1 (2.35)
(NY2/ 4 : Verim
(a-1/a) : Segicilik
(K2 /K2 + 1) [1 - (to/tm) / 1 — (to/tm)K1] : Alinkonma

Esitliklerden anlagilacagi iizere rezoliisyon; verim, segicilik ve/veya kapasite
faktoriiniin  optimize edilmesi ile gelistirilebilir. Kapasite faktorli, yiizey aktif
maddenin konsantrasyonu degistirilerek kolayca ayarlanabilir. Genelde kapasite

faktorti, konsantrasyonla lineer bir sekilde artar.

Yiizey aktif maddeler katyonik, anyonik, yiiksiiz, zwitteriyonik (¢ift kutuplu) veya
bunlarin  karigimi  seklinde bulunabilir. Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve
setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) MEKC’de en yaygin olarak kullanilan yilizey
aktif maddelerdir. Olusacak miselin biiytikliik, yiik, geometri gibi fiziksel 6zellikleri
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ayarlanarak secicilik kolayca degistirilebilir [33]. Kromatografik yontemlerde oldugu
gibi organik coziiciiler eklenerek, ¢oziinen ile misel arasindaki etkilesim azaltilabilir
[22]. Metanol, asetonitril ve 2-propanol gibi ¢o6ziicliler sik¢a kullanilan organik
katkilardir. Calisma tamponuna, kii¢iik yiizdelerden baslayip %50 (h/h)
konsantrasyona kadar veya bu konsantrasyondan daha fazla ilave edilmesiyle,
¢oziinen — misel arasindaki etkilesim bozulabilir [33]. Organik ¢oziiciiler ayrica,

miselin yapisini koruyan hidrofobik etkilesimleri de azaltici etkiye sahiptir.
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3. KAFEIK ASIT FENETIL ESTER

3.1 Kafeik asit fenetil ester (CAPE)

Kafeik asit fenetil ester; propolis igeriginde bulunan ve izole edilen ¢ok genis
spektrumlu etkileri bulunan bir maddedir [35]. CAPE’nin IUPAC adi 2-fenetil (2E)-
3-(3,4- dihidroksifenil) akrilat seklindedir. Molekiil formiilii C17H1604’tlir. CAPE’nin
kimyasal yapis1 Sekil 3.1°de verilmistir. Kimyasal olarak kafeik asit ile fenetil

alkollerinin reaksiyonu sonucunda sentezlenebilmektedir [36].

CAPE, ilk defa 1988 yilinda Grunberger ve arkadaglari tarafindan kesfedilmistir
[36]. Bu calismada, CAPE bilesigi uygun sartlarda propolisten izole edilmis, ayni
zamanda kimyasal olarak da sentezlenmistir. Propolisten izole edilen CAPE’nin
kimyasal ve fiziksel oOzellikleri, kimyasal olarak sentezlenmis CAPE ile

karsilastirilmis ve ayni sonuglar elde edilmistir [36].

HO R

/

HO

Sekil 3.1 : CAPE molekiil yapisi.

CAPE ile ilgili yapilan gesitli in-vitro ve in-vivo c¢aligmalar, bu bilesigin ¢cok genis
spektrumlu farmakolojik etkileri oldugunu gostermistir. Bu calismalar sonucunda
CAPE’nin  immiinomodiilator, antiproliferatif, antiviral, antikanser, anti-
inflamatuvar, antikarsinojenik, kemopreventif ve noroprotektif etkileri ortaya
cikartlmistir. Ayrica bazi aragtirmalar CAPE’yi enfeksiyon, oksidatif stres,
inflamasyon, kanser, diyabet, norodejenerasyon ve anksiyete gibi pek ¢ok patolojiye

kars1 etkili bir ¢oziim olarak gostermektedirler [37-40].
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3.2 Literatiir incelemeleri

Propolisin  aktif bilesenlerinden CAPE'nin  antioksidan, anti-inflamatuvar,
antikanserojen ve antibakteriyel 6zelliklerinin kesfedilmesiyle birlikte, CAPE son
senelerde birgok yeni ¢alismanin konusunu olusturmustur. Bu c¢alismalar1 takiben
literatiirde pek ¢ok derleme goriilmeye baslanmistir. Murtaza ve arkadaslari,
CAPE’nin anti-inflamatuvar ve anti-kanserojen aktivitelerini gosteren ¢ok sayida
calismay1 derlemistir [40]. Zhang ve arkadaslari, CAPE’nin antikanserojen,
antioksidan ve anti-inflamatuvar aktivitelerinin incelendigi pek ¢ok c¢alismayi
derlemislerdir [41]. Armutgu ve arkadaslari, CAPE'in anti-inflamatuvar ve
immiinomodiilator aktiviteleri {lizerine bir derleme yazmis, potansiyel terapotik
etkilerini degerlendirmistir [42]. CAPE'nin antioksidan aktiviteleri ve iskemi
reperfiizyon hasar1 iizerine koruyucu etkileri iizerine bir derleme de Tolba ve
arkadaslar1 tarafindan yazilmistir [38]. Oztiirk ve arkadaslar1 ise deri, akciger ve

prostat kanserlerine karst CAPE'nin antikanser etkilerini derlemistir [43].

Literatiirde, diinyanin farkli bolgelerinden toplanan propolisin kimyasal bilesenlerini
ve miktarlarin1 igeren c¢alismalar da bulunmaktadir. Yapilan calismalar farkl
kaynaklardan elde edilen propolis orneklerinin benzer kalitatif kompozisyonlara
sahip olmasma ragmen CAPE miktarlarinin biiylik oranda farkliliklar igerdigini
gostermektedir. Huang ve arkadaslari, propolisin kimyasal karakterinin, cografi

konum, bitki kaynaklar1 ve arinin tiirii ile degiskenlik gosterdigini soylemistir [14].

Salonen ve arkadaslari, Finlandiya propolislerinde bulunan fenolik bilesikleri
tanimlamis, bu bilesiklerin miktarlarin1 rapor etmistir. 24 adet fenolik bilesik i¢inde

CAPE, en yiiksek miktarda bulunmustur [44].

Castro ve arkadaglar1 Sili propolisindeki fenolik bilesikleri HPLC-ESI-MS/MS
yontemi ile tanimlamis ve bunlarin antioksidan aktivitelerini 6lgmiistiir [18]. 30 adet
fenolik bilesik arasinda CAPE ve kuersetin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
bilesikler olarak rapor edilmistir. Sili propolisleri lizerine bir diger calismada ise
propolis Orneklerindeki CAPEmin tayini yakin-IR spektroskopisi yoOntemiyle

yapilmis, analizi yapilan propolislerin antioksidan aktiviteleri de test edilmistir [45].

Hernandez ve arkadaglar1 Meksika propolisinin kimyasal bilesenlerini HPLC-MS

yontemiyle tayin etmis, propolislerin antiproliferatif etkilerini incelemislerdir [46].
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15 fenolik bilesen icinden CAPE, calisilan kanser hiicrelerine karsi en yiiksek

aktiviteyi gostermistir.

Hilhorst ve arkadaglari ise propolis icerisindeki flavanoid ve fenolik bilesiklerin
tanimlanmasinda CZE ve MEKC yontemleri ile calisma yapmislardir. Calisma
sonucunda propolis igeriginde chrysin, pinocembrin, galangin gibi flavanoidler ile

benzoik asit, p-kumarik asit gibi fenolik bilesiklerin bulundugu rapor edilmistir [47].

Literatiirde son yillarda Tiirk propolisleri lizerine yapilan ¢alismalar da hizla
artmaktadir. Tirk propolislerinin antibakteriyel aktiviteleri ve kimyasal bilesikleri
[48], mineral igerikleri [19], akciger, kolon, gogiis, serviks ve prostat kanserleri

tizerine sitotoksik etkilerini incelenmistir [49].

Glizelmeri¢ ve arkadaslari, 2018 yilinda yayimnlanan calismalarinda 48 adet Tiirk
propolisininin fenolik bilesikleri iizerine botanik ve cografik farkliliklar1 gostermek

amaci ile HPTLC yontemini kullanmislardir [20].

Yavuz ve Ertiirk, 6 farkli Tiirk propolisinin kimyasal bilesenlerini GC-MS teknigi ile

analiz etmis ve antimikrobiyal aktivitelerini karsilastirmistir [48].

Tiirk propolislerinin CAPE igeriklerini rapor eden bir ¢aligsmaya ise literatiirde heniiz

rastlanmamuistir.

Bu tez calismasi kapsaminda oncelikle Tiirk propolislerinin CAPE igerikleri bir
misel elektrokinetik kapiler elektroforez teknigi ile tespit edilmistir. Calismanin
ikinci basamaginda ise propolis Orneklerinin anti-inflamatuvar aktiviteleri
bulunmustur. Son olarak orneklerdeki CAPE miktarlar1 ile Orneklerin anti-

inflamatuvar aktivitelerinin korelasyonu arastirilmistir.

Bu nedenle, Bolim 3.3’de anti-inflamatuvar aktivite tizerinde durulacak, tez

calismasinda kullandigimiz 6l¢iim yonteminden bahsedilecektir.

3.3 Anti-inflamatuvar Aktivite

Fagosit migrasyonu, noétrofil, monosit ve makrofaj birikimi nedeniyle doku
fonksiyonu kaybiyla sonuglanan olaylar zinciri biitiiniine inflamasyon denir.
Inflamasyon siirecinde inflamasyon aktivatorii olan tiimor nekroz faktdr-o. (TNF-a)
gibi bir ¢ok pro-inflamatuvar sitokinlerin makrofajlar tarafindan salimi gergeklesir

[50]. Kaseksin olarak da adlandirilan TNF-o, monosit ve makrofajlar yoluyla
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sentezlenen ve belirli hiicrelerin iiretimine yardimci olan bir glikoprotein olarak
tanimlanmaktadir. Doku hasar1 ve stres sonrasi kanda saptanan bir sitokindir ve
inflamasyon baglangic1 ve devam ettirilmesinde Oonemli Ozellikleri bulunmaktadir
[51]. TNF-a, sitokinler arasinda bir 'ana regiilatordiir' ve inflamatuvar tepkilere ve
dogal bagisiklik sistemine aracilik etmekten sorumludur. Sitokinlerin agir1 salinimi
sonucunda bagisiklik hiicreleri artar, biiyiime faktorii salgilanir, kan damarlar
genisler ve pro-inflamatuvar sitokinleri iiretilerek inflamatuvar medyatorleri artar ve

inflamasyon devam eder.

Propolisin, ¢esitli medyatorlerin salinimimi engelleyerek inflamasyonu onlemede
yardimct oldugu bilinmektedir. Propolisin icerigindeki CAPE, prostaglandin ve
lokotrien sentezini azaltarak anti-inflamatuvar etki gosterir. COX-1 ve COX-2’nin
enzimatik aktivitelerini baskilayarak ve arasidonik asit sentezini inhibe ederek,
propolisin anti-inflamatuvar aktivite gostermesinde rol alir [52,53]. CAPE,
interleukin-1-alfa (IL-1-a), interleukin-1-beta (IL-1-B), interleukin-6 (IL-6), TNF-a
gibi inflamatuvar sitokinleri inhibe eder [54]. Ayrica CAPE, niikleer faktor kappa-8
(NF-kp) aktivasyonunun inhibitoridiir ve inflamasyonu engellemede NF-kB’y1 bloke
ederek aktivasyon gostermektedir [55]. CAPE’nin giiglii bir yara iyilestirici

olmasinin sebebi olarak NF-kf’y1 inhibe etmesi gosterilmistir [56].

3.3.1 ELISA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) Testi

ELISA, bir 6rnekteki antijen veya antikor varligin tespit eden, kolay, hizli ve sik¢a
kullanilan biyokimyasal bir tekniktir. ELISA tekniginde 2 adet antikor kullanilir.
Bunlardan biri, antijene spesifik olan antikordur. Digeri ise, antijen-antikor
kompleksine etki eder ve bir enzime baglidir. Enzime bagli olan bu ikinci antikor,

sinyal iireten kromojenik veya florojenik bir substrat da olusturabilir.

ELISA’nin; sandvi¢ (non-kompetetif), kompetetif, direkt ve indirekt olmak iizere
dort farkl tipi vardir.

Bu tez calismasinda gerceklestirilen Human TNF alpha ELISA deneyi sandvig
ELISA teknigine dayanmaktadir. Bu analizde bilinmeyen Orneklerdeki antijen
konsantrasyonu saptanir.Bu analizi uygulamak i¢in, saflastirilmis bir antikor (capture
antikor) tabla kuyucuklarinin dibine yapistirilmis olan kat1 faza baglanir. Daha sonra
antijen eklenir ve kat1 faza bagli olan antikor ile bir kompleks olusturmalar1 saglanir.

Baglanmamus iiriinler yikanarak uzaklastirilir ve isaretli ikinci bir antikor (belirleyici

26



antikor), antijene baglanmak i¢in ortama birakilir. Bu sekilde bir sandvi¢ modeli
olusur. Daha sonra, kolorimetrik bir substrat yardimi ile matrikse baglanan isaretli

ikinci antikorun miktar dl¢iilerek analiz sonlandirilir.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1 Kimyasallar

Calismada kullanilan N-siklohekzil-3-aminopropansiilfonik asit (CAPS) ve 2-
hidroksipropil-p-siklodekstrin (2-HP-B-CD) Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya),
sodyum dodesil siilfat (SDS) ise Merck (Darmstadt, Almanya) markadir.

Propolis Orneklerinin anti-inflamatuvar aktivitesi Human TNF alpha ELISA
(Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA\) kullanilarak test edilmistir.

4.2 Standart CAPE Caozeltisinin Hazirlanmasi

Stok CAPE ¢ozeltisi 1000 pg/mL konsantrasyonda hazirlanmis ve derin
dondurucuda saklanmistir. Kalibrasyon c¢ozeltileri ise stok ¢ozeltiden metanol ile

seyreltilerek hazirlanmistir.

4.3 Propolis Ornekleri Ve Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Sivas ve Zonguldak bolgesi ar1 iireticilerinden temin edilen propolis 6rnekleri, Prof.
Dr. Sevgi Kolayll (Karadeniz Teknik Universitesi, Kimya Béliimii) tarafindan
verilmistir. Kat1 propolis ornekleri toplandiktan sonra homojenize edilmistir. Sivas
propolis 6rneginden 10,14 g hassas olarak tartilmis, 140 mL %98 etanol-%2 su (h/h)
karisiminda ekstrakte edilmistir (72,429 mg/L). Zonguldak propolisinden ise 3,18 g
hassas olarak tartilmis, 63 mL %98 etanol-%2 su (h/h) karisiminda ekstrakte
edilmistir (50,476 mg/L). Bunlarin disinda 4 adet ticari olarak satilan propolis bogaz

sprey ornegi ile calisilmistir.

Biitiin 6rnekler analize kadar derin dondurucuda saklanmistir. Ornekler 0,45 um’lik
filtrelerden gecirilmistir. Sivas ve Zonguldak propolis 6rnekleri metanol ile 25 kat
seyreltilerek, ticari propolis sprey Ornekleri ise 50 kat seyreltildikten sonra kapiler

elektroforez cihazina injekte edilmistir. Anti-inflamatuvar aktivite ¢alismasi igin ise
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Ticari-1 6rnegi metanol ile 20 kat, diger ticari 6rnekler ile Sivas ve Zonguldak

propolisleri ise 10 kat seyreltilerek mikroplakaya pipetlenmistir.

4.4 Cihazlar

CAPE’nin analizi Agilent marka kapiler elektroforez sisteminde (Waldbronn,
Almanya) yapilmig, UV-DAD (diode array dedektor) detektor detekte edilmistir.
Ayrimlar Polymicro Technologies’den (Phoenix, AZ, Amerika) temin edilmis silika

kapiler kolonda yapilmustir.

Propolis orneklerinin anti-inflamatuvar aktivitiesi 96 kuyucuklu mikroplakalarda
BioTek Power Wave XS (Winooski, VT, ABD) marka mikroplaka okuyucu ile
yapilmigtir. Olgiimler Gen5 Data Analysis software kullanilarak yapilmustir.

Deneysel calisma boyunca Mettler-Toledo marka hassas terazi, BioCote marka
vorteks, pH metre (Metrohm 654) ve saf su cihazi (Elga Purelab Option-Q)

kullanilmistir. Biitiin ¢zeltiler deiyonize su ile hazirlanmistir.

4.5 Kapiler Elektroforez Cihazinin Calisma Kosullari

Kullanilan silika kapiler kolon 50 um i¢ capa sahip, toplam uzunlugu 65 cm ve etkin
uzunlugu da 50 cm’dir. Yeni silika kapiler kolon ilk kullanimdan 6énce 1 M NaOH ile
30 dakika ve deiyonize su ile 10 dakika siireyle muamele edilmistir. Analizden 6nce
ise 0,1 M NaOH ile 10 dakika, deiyonize su ile 2 dakika ve daha sonra ¢alisma
tamponu ile 5 dakika siireyle ytkanmustir. Injeksiyonlar arasinda ise sirasiyla 2 dk 0,1
M NaOH, 2 dk deiyonize su ve 5 dk siireyle ¢alisma tamponu ile yikama yapilmistir.
Ayrim 25 kV potansiyel uygulanarak 25 °C sicaklikta, injeksiyonlar ise 50 mbar
basingta 6 saniye siireyle gergeklestirilmis, CAPE piki 230 nm dalgaboyunda detekte

edilmistir.

4.6. Biyolojik Aktivite Calismalar:

4.6.1 TNF-a enzimi inhibisyonunun saptanmasi
Propolis oOrneklerinin anti-inflamatuvar aktiviteleri, TNF-o enziminin in-vitro

inhibitor aktivitesine dayanarak 6l¢lilmiistiir.
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Calismada Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA) Human TNF alpha ELISA
(Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) Kit (Katalog No: BMS223/4) (96
kuyucuklu) kullanilmistir. Kit i¢erisinde bulunan materyal asagida belirtilmistir.

1. Bir monoklonal antikor ile kaplanmis 96 kuyucuklu kirilip ayrilabilen seritli tabla
2. Koruyucu olarak % 0,1 sodyum azid igeren liyofilize TNF-a standardi (suda
¢oziindiigiinde 1000 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde)

3. Koruyucu olarak 8 mM sodyum azid igeren standart seyreltme tamponu

4. Koruyucu olarak 8 mM sodyum azid i¢eren analiz tamponu (20X), (%1 Tween 20
ve %10 BSA igeren PBS (phosphate buffer saline) tampon ¢ozeltisi)

5. Koruyucu olarak 8 mM sodyum azid i¢eren biotin bagli anti-TNF-a poliklonal
antikor

6. Yaban turpu peroksidazi (Horse radish peroxidase, HRP) bagli streptavidin
proteini (100X ) (1,3 mM timol igerir)

7. Konsantre yikama tamponu (20X), (%1’lik Tween 20 igeren PBS tampon
¢oOzeltisi)

8. Substrat ¢ozeltisi, tetrametil-benzidin (TMB)

9. Durdurma ¢ozeltisi (1 M fosforik asit)

4.6.2 Reajanlarin hazirlanmasi

4.6.2.1 TNF-a standartlarinin hazirlanmasi

1000 pg/mL konsantrasyondaki TNF-a enziminin standart ¢6zeltisi oda sicakligina
getirilmistir. 7 adet ependorf tiipii hazirlanmis, analiz tamponundan her bir tiipe 225
uL konulmustur. 1000 pg/mL konsantrasyondaki TNF-a standart ¢ozeltisinden 1.
tipe 225 pL ilave edilerek vorteks ile karigtirtlmistir. 1. tipten 225 uL ¢ozelti
aliarak 2. tiipe ilave edilmistir. 2. tiip de vorteks ile karistirilmistir. Bu sekilde her
defasinda bir 6nceki tlipten 225 pL ¢ozelti alinarak bir sonraki tiipe ilave edilmis ve
tipler vorteks ile karistirllmistir. Boylece tiiplerdeki TNF-a konsantrasyonunun 1.
tiipten 7. tiipe dogru sirasiyla 500, 250, 125, 62,5, 31,3, 15,6 ve 7,8 pg/mL olmasi
saglanmistir.

4.6.2.2 Yikama tamponunun hazirlanmasi

Kit igerisinde bulunan konsantre yikama tamponundan 25 mL alinarak, 475 mL
deiyonize su ile seyreltilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 2-25 °C’de sicakliginda 30 giin

boyunca saklanabilir.
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4.6.3 Analiz prosediirii

Reajanlar kullanilmadan 30 dk once oda sicakligina gelmesi beklenmistir. Tim
standart ve Ornekler iki tekrarli olarak calisilmistir. Islem basamaklari asagida
verildigi gibidir:

1. Orneklere ve standartlara ait kuyucuklarin yerleri belirlenir.

2. Biitiin kuyucuklar 400 pL yikama tamponu ile 2 kez yikanir. Son yikamadan
sonra, kalan yikama ¢6zeltisi bir pecete ile uzaklastirilir.

3. Standart kuyucuklarina ilgili tiiplerden 100’er puL standart TNF-a ¢ozeltisi eklenir.
4. Kor (0 pg/ml standart) kuyucuklarina 100 pL, 6rnek kuyucuklarina 50uL analiz
tamponu ilave edilir.

5. Uygun kuyucuklara 6rneklerden S0uL eklenir.

6. Biitlin kuyucuklara 50 pL biotin konjugat eklenir.

7. Mikroplaka, oda sicakliginda 2 saat boyunca bekletilir.

8. Siire sonunda biitiin kuyucuklar bosatilip, her kuyucuk 400 pL yikama ¢ozeltisi ile
3 kez yikanir.

9. Biitlin kuyucuklara streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklenir.

10. Mikroplaka, oda sicakliginda 1 saat boyunca bekletilir.

11. Siire sonunda biitiin kuyucuklar bosatilip, her kuyucuk 400 pL yikama ¢ozeltisi
ile 3 kez yikanir.

12. Her bir kuyucuga 100 pL TMB substrat ¢ozeltisi eklenir ve mikroplaka oda
sicakliginda 10 dakika boyunca bekletilir

Bu islemlerden sonra, kor kuyucuklar1 bos olduklari i¢in renksiz, TNF-a kuyucuklari
mavi, kullanilan biitiin diger kuyucuklar ise ¢ok agik mavi renkte olacaktir.

13. Her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi ilave edilir ve kuyucuklarin absorbansi

450 nm’de okunur.

4.7 Istatiksel Degerlendirme

Kapiler elektroforez ¢alismalarinda biitiin analizler 3'er tekrarli, biyoaktivite
calismasinda ise 2’ser tekrarli olarak yapilmistir. Elde edilen veriler “ortalama =+
standart sapma’’ olarak verilmistir. Analiz sonuglar1 Microsoft Office Excel 2010

programi kullanilarak hesaplanmistir.
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5. SONUCLAR

5.1 CAPE’nin Kapiler Elektroforez ile Tayini

5.1.1 Ayirma ortaminin se¢ilmesi

Ayirma ortamiin se¢iminde CAPE’nin propolisteki diger bilesenlerden ayirimini
saglayacak ylizey aktif maddenin belirlenmesi ve CAPE’nin duyarliligini arttiracak
tampon ilave maddelerinin belirlenmesi amaglanmustir.

CAPE’nin pKa degeri 9,32 oldugundan dolaytr ayirrma tamponu olarak ©n
denemelerde borat (pKa=9,6) ve TRIS (pKa=8,07) tamponlar1 denenmis ancak sonug
alinamamustir.

Tampon ¢ozelti olarak CAPS (pKa:10,4) segilerek tampon pH degeri 10,4’
ayarlanmistir. Yiizey aktif madde olarak tampon c¢dzeltiye sodyum dodesil siilfat
(SDS) ilavesi denenmistir. Konsantrasyonu 40 mM da sabit tutulan CAPS
tamponuna 20-60 mM araliginda farkli konsantrasyonlarda SDS ilave edilerek CAPE
icin en uygun ayirma ortami bulunmaya c¢alisilmigtir. CAPE’nin diger propolis
bilesenlerinden ayriminin en iyi 50 mM SDS ile gerceklestigi tespit edilerek, tampon
¢ozeltide bu konsantrasyonda kullanilmasina karar verilmistir. Ancak bu tampon
bilesimiyle de net bir ayrim gézlenememistir.

CAPS ve SDS igeren ayirma ortamina organik ¢oziicii ve sikodekstrin ilave maddeler
katilimi ile CAPE’nin ayrilma etkinliginin arttirilmasi beklenmistir. Bu amacla
organik ¢oziicli olarak metanol, asetonitril %35 olarak denenmistir. Ancak ayirmaya
bir etkisi olmadigi goézlenmistir. Ayirma tamponuna siklodekstrin (CD) ilavesi
kapiler elektroforetik ayirmalarda ¢ok kullanilan bir yoldur. Bu sayede kiral ayrimlar
veya birbirinden ayrilmasi zor molekiillerin ayrilmasi saglanir. Bu amagla suda
¢oziinen farkli CD tiirevlerinin, se¢ilen tampon sistemine ilavesi ile en iyi ayirmay1
saglamak i¢in bir seri 6n deneme yapilmistir. CD tiirevinin se¢imi i¢in 3 farkli CD
molekiilii (B-CD, y-CD, 2-hidroksipropil--CD (2-HP-B-CD) 5-20 mM arasinda
degisen konsantrasyonlarda 40 mM CAPS+50 mM SDS ayirma ortamina ilave
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edilerek, CAPE’nin ayrimina etkisi incelenmistir. En iyi ayrimin 10 mM 2-HP-B-CD
ilavesi ile gergeklestigi tespit edilmistir.

Sonug olarak CAPE molekiilii i¢in en uygun ayirma ortami1 40 mM CAPS, 50 mM
SDS ve 10 mM 2HP- B-CD (pH: 10,4) optimize edilmistir.

Bu sartlar altinda alinan bir standart CAPE elektroferogrami Sekil 5.1°de gosterildigi
gibidir.
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Sekil 5.1: 25 pg/mL konsantrasyonda standart CAPE’ye ait bir elektroferogram
Tampon: 40 mM CAPS, 50 mM SDS ve 10 mM 2HP- B-CD (pH: 10,4). Voltaj:25
kV, Sicaklik: 25°C, Injeksiyon siiresi: 6 s, Deteksiyon: A=230 nm.

5.1.2 Metod validasyonu

Gelistirilen yontemin analitik parametreleri Cizelge 5.1°de gosterildigi gibidir.
Kalibrasyon ¢ozeltileri, 1000 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan stok CAPE
¢ozeltisinden 5; 10; 12,5; 25 ve 50 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde uygun
hacimler alinip metanolle seyreltilerek hazirlanmistir. Elde edilen kalibrasyon
denklemi y = 3,478x — 11,17 olup, kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi (R?)
0,994 tiir.

Yontemin kesinligi giin i¢i ve gilinler arast alan ve zaman tekrarlanirligi ile
Olclilmiistiir. 25 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan standart CAPE c¢ozeltisi kapiler

kolona giin igerisinde ardarda 7 kez injekte edilmistir. Giinler aras1 tekrarlanabilirlik
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ise, 25 pg/mL CAPE c¢ozeltisinin 3 giin boyunca ardarda 7 kez injekte edilmesi ile
elde edilmistir (n=7x3). Giin i¢i ve gilnler arasi tekrarlanabilirlik degerleri
diizeltilmis pik alaninin ve pikin gelme zamaninin %bagil standart sapmasi (%BSS)
hesaplanarak bulunmustur.
Yontemin dedeksiyon sinirt (LOD), standart CAPE elektroferograminin farkli
bolgelerinden hesaplanan taban ¢izginin ortalama giiriilti miktarinin 3 kati
konsantrasyon, kantitatif tayin simir1 (LOQ) ise 10 kat1 konsantrasyon degerlerine
esdeger olacak sekilde hesaplanmistir. Buna gére CAPE i¢in LOD 1,48 ug/mL ve
LOQ 4,93 pg/mL olarak saptanmustir.
Yontemin dogrulugu geri kazanim analizleri ile kontrol edilmistir. Bir propolis
ekstraktina, 6rnekte saptanan CAPE miktarinin yarisi kadar, kendisi kadar ve iki kati
kadar olmak tizere li¢ farkli konsantrasyonda standart CAPE ilavesi yapilmistir. Geri
kazanim Esitlik 5.1 ile hesaplanmuistir:

% Geri kazanim = [(C, — C;) / C3] x 100 (5.1)
Ci : Ornek konsantrasyonu
C, : “Spike yapilmis 6rnek” konsantrasyonu
Cs : Spike yapilan konsantrasyon

Cizelge 5.1 : Gelistirilen yontemin analitik parametreleri

Analitik Parametreler

Calisma aralig 5-50 pg/mL
Kalibrasyon denklemi y=3,478x-11,17
Lineerlik, R? 0,994

Tekrarlanirlik
Alan tekrarlanirligi
Glin i¢i (n=7) 2,9
Glinler aras1 (n=21) 4,8
Zaman tekrarlanirligi
Glin i¢i (n=7) 3,6
Glinler aras1 (n=21) 5,7
LOD 1,48 pg/mL
LOQ 4,93 ng/mL
Geri kazanim %97,03+£2,16 - %103 + 4,25

5.1.3 Analiz yonteminin propolis 6rneklerine uygulanmasi
CAPE analiz yontemi 4 adet ticari propolis bogaz spreyi ile Zonguldak ve Sivas’tan
toplanan propolis 6rneklerine uygulanmistir. Propolis tiim diinyada en az bal kadar

sikca tiiketilen bir ar1 iirliniidiir. Farkli kullanim sekilleriyle tiptan kozmetige kadar
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pek cok alanda son yillarda tiiketime sunulmustur. CAPE, propolisin 6nemli bir
biyoaktif bilesenlerinden olup, propolis i¢indeki miktarinin bulunmasi, bu 6nemli ar1
riiniiniin standardize edilmesine katkida bulunacaktir.

Sekil 5.2’de ticari propolis spreye (Ticari-1) ve bu numuneye bilinen miktarda
standart CAPE ilavesi ile elde edilen bir elektroferogram verilmistir.

Analiz edilen propolis numunelerinde saptanan CAPE miktarlar1 Cizelge 5.2°de

verilmektedir.

Cizelge 5.2 : Propolis numunelerine ait CAPE miktarlar1

Ticari Propolis Sprey mg CAPE/100mL propolis  SS

Ornekleri
Ticari-1 80,45 + 3,64
Ticari-2 16,88 + 0,44
Ticari-3 18,73 + 3,88
Ticari-4 72,75+ 1,49
Propolis Ornekleri mg CAPE/100g propolis =+ SS
Zonguldak 441,7 + 28,9
Sivas 330,8 + 65,9
SS : Standart sapma

n=3
Ticari propolisler sivi olarak temin edildiklerinden dolayt mg CAPE/100 mL
propolis olarak, Zonguldak ve Sivas propolisleri ise kat1 olarak temin edildiginden
mg CAPE/100 g propolis olarak hesaplanmistir. Ticari propolisler arasinda en
yiiksek CAPE miktarina sahip olan propolis 80,45 + 3,64 ile Ticari-1 propolisidir. En
diisik CAPE miktaria sahip olan propolis ise 16,88 + 0,44 ile Ticari-2 propolisi
olarak bulunmustur. Zonguldak ve Sivas propolislerindeki CAPE miktarlar1 ise
birbirine ¢ok yakin olup, Zonguldak propolisindeki CAPE miktar1 daha fazla

bulunmustur.
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Sekil 5.2: (a) 1:50 seyreltilmis Ticari 1 propolis ekstraktina ait elektroferogram, (b)
Bu ekstrakta standart CAPE spike edilmesi ile alinmig elektroferogram. Sartlar Sekil
5.1’de verildigi gibidir. *:CAPE piki

5.2 Propolis Orneklerinin Anti-inflamatuvar Aktiviteleri

Propolis Orneklerinin anti-inflamatuvar aktiviteleri Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA) Human TNF alpha ELISA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent
Assay) Kit kullanilarak yapilmig, deneyin yapilisi Bolim 4.6’da anlatilmustir.

Propolis 6rneklerinin TNF-o enzim inhibit6r aktiviteleri Cizelge 5.3de verilmistir.

Cizelge 5.3 : Propolis numunelerinin TNF-a enzim inhibitor aktiviteleri.

Propolis numunesi % Inhibisyon + SS

Ticari-1 83,92 +£2,52

Ticari-2 55,35 +2,52

Ticari-3 66,07 £2,52

Ticari-4 79,46 + 3,79

Zonguldak 65,70 £ 4,41

Sivas 68,75 £ 3,31

SS: Standart sapma

n=2
Cizelge 5.3°de goriildiigii tizere, Ticari-1 ismiyle kodlanmis propolis spreyinin TNF-
a’y1 inhibe etme giicii (%83,92) diger 6rneklere gore fazladir. Ticari 1’in ardindan

Ticari-4 (%79,46) olarak kodlanmis 6rnek gelmektedir. Bu siray1 Ticari-3 (%66,07)
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ve Ticari-2 (%55,35) takip etmektedir. Zonguldak (%65,70) ve Sivas (%68,75)

propolislerinin %inhibisiyon degerleri ise birbirine ¢ok yakin bulunmustur.

5.3 Tartisma

Bu ytiksek lisans tez ¢aligmasi ile Tiirk propolislerinin ve ticari propolis 6rneklerinin
CAPE miktarlariin kapiler elektroforez ile tayini ilk kez literatiire kazandirilmistir.
CAPE'nin tayini misel elektrokinetik kapiler kromatografi yontemiyle yapilmis,
yiizey aktif madde olarak SDS kullanilmistir. Ayirma ortamina 2-HP-B-CD katilarak
ayirma etkinligi arttirllmistir. Son yillarda 6zellikle eczacilik, tip ve gida konularinda
giincel bir ilgi odagi olan propolisin biyoaktif bilesenlerinden olan CAPE'nin
miktarinin tayin edilmesi ile literatiire onemli katkilar saglanmasi beklenmektedir.
Boylece arastirma ve kalite kontrol laboratuvarlarinda CAPE'nin hizli ve dogru bir
sekilde tayini miimkiin olacaktir. Ayrica, Tirk propolisinin CAPE igeriklerini
kapsayan bir standart olusturularak, aricilik alaninda faaliyet gosteren kuruluslara ve
tilketicilere yonelik bilgilendirilme konusunda da bu yiiksek lisans tezi Onemli

katkilarda bulunabilir.

Calismanin ikinci basamaginda, CAPE miktarlar1 bulunan propolis 6rneklerinin anti-
inflamatuvar  aktiviteleri incelenmistir. Literatiirde CAPEmin TNF-a gibi
inflamatuvar sitokinleri inhibe ettigi bildirilmistir [54]. Propolisin anti-inflamatuvar
ozelligi ise uzun yillardan beri bilinmekte ve bu Ozelliginden kaynaklanan yara
tyilestirici etkisi geleneksel tipta da kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda propolis
orneklerinin anti-inflamatuvar aktiviteleri, 6rneklerin TNF-o enzimini inhibe etme
giiciinii Olgerek test edilmistir. Biitiin ornekler TNF-a'y1 %55 gibi yiiksek bir
inhibisyon oraninin {izerinde inhibe etmistir. CAPE'nin, propolisin anti-inflamatuvar
aktivitesine katkisin1 degerlendirmek amaciyla propolis Orneklerinin CAPE
miktarlarinin, % TNF-a inhibisyon degerleri ile korelasyonu incelenmistir. Sonug
olarak; 0,94 gibi yiiksek bir pozitif korelasyon elde edilmistir. Bu sonug, propolisin
anti-inflamatuvar  aktivitesinin CAPE'den kaynakli olabileceginin gostergesi

niteligindedir.
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