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ONSOZ
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cesaretlendiren, bana sabirla yol gosteren ve destek olan ikinci danigman hocam Prof.Dr. Adil
ALLAHVERDIYEV’e, tez calismamin belirli asamalarmm vyiriitildigi Yildiz Teknik
Universitesi Biyomiihendislik Béliimiinde, sorularimi cevapsiz birakmayan, kendi
deneyimlerini her zaman benimle paylasan Do¢.Dr. Emrah Sefik ABAMOR’a tiim kalbimle
tesekkiirlerimi sunarim

Bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim hocalarim Prof.Dr. Evren ONAY UCAR ve Dr. Ogr.
Uyesi Murat PEKMEZ.’e tesekkiirii bir borg bilirim.

Bu tezde kullanilan propolisi licretsiz temin eden Kirklareli-K1y1kdy beldesi aricilarindan Sayin
Cemal SATKIN beyefendiye tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim boyunca, tiim bilgisini benimle paylasan, sorularimi cevapsiz birakmayan YTU
Biyomiihendislik Boliimii Hiicre Kiiltiiri ve Doku Miihendisligi Laboratuvari Doktora
ogrencisi Msc. Sahar DINPARVAR’a ve Biyonanoteknoloji ve Biyosensorler
Laboratuvarindan Dr. Tayfun ACAR ve irem COKSU’ya ¢ok tesekkiir ederim.

IU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Doktora dgrencilerinden Msc. Yunus AKSUT’e
istatistik hesaplamalarda verdigi destekten, Doktora Ogrencisi Msc. Gizem SONMEZ
OSKAY’a, propolis 6rneginin elimize ulagmasinda verdigi destekten ve tiim Proteomik
ekibine gosterdikleri dostluk ve verdikleri katkilardan o6tiirii gok tesekkiir ederim.

Bu tezi, zorlu egitim asamalarim ve tiim hayatim boyunca beni hi¢ yalniz birakmayan, bana
inanan, maddi-manevi desteklerini esirgemeyen aileme adamak istiyorum.

Ocak 2022 Toghrul SADIKHOV
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SIMGE VE KISALTMA LIiSTESI

Simgeler Aciklama
g : Gram
mg : Miligram
L . Litre
mL - Mililitre
pL : Mikrolitre
pm : Mikrometre
nm : Nanometre
kDa : Kilodalton
mV : Milivolt
cm? : Santimetre kare
Mw : Molekiil agirlhig
rpm : Dakikada devir sayis1
% : Yiizde
- Alfa
: Beta
v : Gama
: Epsilon
°C : Santigrat derece
~ : Yaklasik
2 : Biiyiik veya esittir
< : Kiigtik veya esittir

Kisaltmalar Aciklama

AAS - Atomik absorpsiyon spektroskopisi

ACE?2 : Anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (“Angiotensin converting enzyme 2”)
AIM?2 : “Absent in melanoma 2”

Apis mellifera L.: Apis mellifera Linnaeus
BAX : “Bel-2 iligkili X (“Bcel-2 associated X™)
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Bcl-2
BCR
bZIP
CAPE
CLR
cNOS
COX
E.coli
ELISA

Elkl
eNOS
FDA

Fos

FTIR

GAGs
GC
GC-MS

GM-CSF

GPX2
Gsk3b
HaCAT

HIF
HPLC

HUVEC

IkB
IL
IFN
INOS

: B-hiicreli lenfoma 2 (“B-cell lymphoma 2”)

: B hiicre reseptorii (“B-cell receptor”)

: Bazik 16sin fermuar (“Basic leucine zipper”)

: Kafeik asit fenetil ester (““Caffeic acid phenethyl ester”)

: C-tipi lektin reseptorii (“C-type lectin receptor”™)

: Konstitiitif nitrik oksit sentaz (“Constitutive nitric oxide synthase”)
: Siklooksijenaz (“Cyclooxygenase”)

: Escherichia coli

: Enzim bagli immiinosorbent deneyi (“Enzyme-linked immunosorbent
assay”)

: ETS (E-twenty six) transkripsiyon faktorii
: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Idaresi (“U.S. Food and Drug
Administration™)

. Fos proto-onkogeni, AP-1(aktivatér protein 1) transkripsiyon faktorii
subiinitesi

: Fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi (“Fouirer transform infrared
Spectrocopy”)

: Glikozaminoglikanlar
: Gaz kromatografisi (“Gas chromatography”)

. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (“Gas chromatography—mass
Spectrometry”)

Graniilosit-makrofaj koloni-uyarici faktér (“Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor”)

: Glutatyon peroksidaz 2
: Glikojen sentaz kinaz 3 beta

: Insan transforme keratinosit hiicreleri (“Transformed human keratinocyte
cells™)

: Hipoksiyle indiiklenebilir faktor (“Hypoxia-inducible factor”)

. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (“High performance liquid
chromatography”)

: Insan umbilikal ven endotel hiicreleri (“Human umbilical vein endothelial
cells)

. NF-xB inhibitori
- Interlokin
- Interferon

- Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
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LC-MS

LOX
LPS
MCL-1

MiRNA
M.O.
MRNA
MS
Mtcpl
MTT
NF-xB
Nfkbl
NFE2
NFE2L2

NMR
NNOS
NO
NOD

NOS
NP
Pakl
PAMP
PBMC

PCL
Pdk1

PEG
PGA
PGE2
PLA
PLGA

: Siwv1 kromatografisi-kiitle spektrometrisi (“Liquid chromatography-mass
Spectrometry”)

: Lipoksigenaz
: Lipopolisakkarit

: Miyeloid hiicre 16semi-1 (miyeloid 16semi hiicre farklilagmasi proteini 1)
(“Myeloid cell leukemia-1")

: Mikro RNA

: Milattan 6nce

: Mesajc1 RNA (“messenger RNA”)

: Kiitle spektrometrisi (“Mass Spectrometry”)

: Olgun T hiicresi proliferasyon 1 (“mature T cell proliferation 1)
: 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5- difenil tetrazolium bromiir

: Niikleer faktor kappa B

: Niikleer faktor kappa B subiinitesi 1

: Niikleer faktor, eritroidden tiiretilmis 2

: NFE2 benzeri bZIP transkripsiyon faktorii 2 (“NFE2 like bZIP transcription
factor 2”)

: Niikleer manyetik rezonans
: Noronal nitrik oksit sentaz
- Nitrik oksit
Niikleotid-baglayic1  oligomerizasyon domeni (“Nucleotide-binding
oligomerization domain™)
- Nitrik oksit sentaz
: Nanopartikiil
: P21 (RAC1) ile aktive olan kinaz 1
: Patojen-iliskili molekiiler kalip (“Pathogen-associated molecular pattern’)

: Periferik kandaki mononiikleer hiicreler (‘“Peripheric blood mononuclear
cells™)

: Polikaprolakton (“poly-e-caprolactone’)

. 3-Fosfoinositid-bagimli protein kinaz 1 (“3-phosphoinositide-dependent
protein kinase-1")

: Polietilen glikol

: Poliglikolik asit

: Prostaglandin E2

. Polilaktik asit (Polilaktit)
: Polilaktik-ko-glikolik asit
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PZR
RAC1

Ras
RIG-I
RNS
ROS
RT-PZR
SIRNA
STAT3

SEM

TCR
TGF
TLC
TLR
TMPRSS2
TNF
TPA

UVv-VvIS
vb.
VEGF

ylsly
XRD

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Ras-iligkili C3 botulinum toksin substrat 1 (“Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1)

: Rat sarkoma proteini (G-proteini tiirtinde bir proto-onkogen)

: Retinoik asitle-indiiklenebilir gen I (“Retinoic acid-inducible gene 17)
: Reaktif azot tiirleri (“Reactive nitrogen species”)

: Reaktif oksijen tiirleri (“Reactive oxygen Species”)

: Gergek zamanl (“Real time”)-PZR

: Kiiciik enterferans yapan RNA (“Small interfering RNA”)

: Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatori 3 (“Signal transducer and
activator of transcription 3”)

: Taramali elektron mikroskopisi / mikroskobu (“Scanning electron
microscopy / microscope”)

: T hiicre reseptorii (“T-cell receptor’)

: Doniistiiriicti biiytime faktorti (“Transforming growth factor™)
: Ince tabaka kromatografisi (“Thin-layer chromatography)

: Toll-benzeri reseptor (“Toll-like receptor™)

: Transmembran proteaz serin proteaz 2

: Timor nekroz faktorii

12-O-Tetradekanoil-forbol-13-asetat  (““12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-
acetate”)

- Ultraviyole-goriiniir 151k (“Ultraviolet-visible™)
: Ve benzeri

: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (“Vascular endothelial growth
Factor”)

. yag/su/yag
: X-151m1 kirinimi (“X-ray diffraction”)
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PROPOLIS YUKLU POLIMERIK NANOPARTIKULLERIN
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU, IMMUNOMODULATOR
ETKILERININ MAKROFAJ HUCRELERINDE iNCELENMESI

Toghrul SADIKHOV

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damsman : Prof. Dr. Emine Sekiire Nazlh ARDA
II. Danisman : Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Hiicre kiiltiirlerinde ve hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar, ¢esitli ar1 tirlinlerinin (bal,
propolis, ar1 poleni vb.) ve icerdikleri bazi bilesiklerin énemli farmakolojik aktivitelere sahip
olduklarin1 gostermistir. Bu nedenle ari iiriinleri, saglikli beslenme, apiterapi ve biyokozmetik
liretimi gibi gesitli alanlarda yogun kullanim alan1 bulmaktadir. Onemli bal arisi {iriinlerinden
biri olan ve 300'den fazla biyoaktif madde igeren propolis (ar1 tutkali), icinde bulundugumuz
yiizyilda kesfedilen miilkemmel dogal ilag 6zellikleri ile daha da 6nem kazanmaktadir. Propolis,
mengeine bagli olarak sekerler, amino asitler, flavonoidler, fenolik asitler, yag asitleri, alkoller,
aldehitler ve steroidler gibi gesitli bilesikler igerir. Propolisin biyolojik aktiviteleri genellikle
zengin fenolik igerigiyle iliskilidir. Propolis ile icerdigi flavonoidlerden biri olan kuersetin,
anti-alerjik, anti-mikrobiyal, anti-enflamatuvar, anti-kanser, anti-oksidan gibi ¢esitli biyolojik
ozellikler tasir.

Giiglii yapiskan davranisi, keskin tadi ve suda az ¢oziinmesi propolisin sagligi destekleyici tiriin
olarak kullanimin1 sinirlandirmaktadir. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak ve biyoyararlanimi
artirmak i¢in, nanoteknolojik kapsiilleme teknikleri kullanilabilir.

Bu tezde, propolis etanolik ekstresi, ticari kuersetin ve bunlarin polikaprolakton (PCL) ile
kapsiillenmis formlarinin, immiin yanitla iliskili baz1 sitokinler (IL-4, IFN-y ve IL-1p) ve nitrik
oksit (NO) diizeyleri tizerindeki etkileri J774 makrofaj hiicre hattinda incelendi.
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Oncelikle yerli propolisten etanolik bir ekstre hazirland: ve deneylerde Propolis drnegi olarak
bu ekstre kullanildi. Daha sonra, ikili emiilsiyon ¢6ziicii buharlagtirma yontemi kullanilarak
propolis ekstresinin ve kuersetinin PCL ile enkapsiile edilmis nanoformlar1 (Propolis-PCL ve
Kuersetin-PCL) iiretildi. Nanopartikiillerin yapist UV-VIS spektrofotometri, zeta potansiyeli
Olciimii, FTIR, SEM ve XRD analizleri ile karakterize edildi. Calismanin sonraki agamasinda
hazirlanan orneklerin (Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL) J774 makrofaj
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri MTT yontemi ile incelendi ve toksik olmayan
konsantrasyonlar1 belirlendi. J774 makrofaj hiicrelerinde sitokinlerin anlatimi ve NO salinima,
Escherichia coli (serotype O111:B4) kaynakli lipopolisakkaritin (LPS) toksik olmayan dozu
uygulanarak indiiklendi. Son olarak, Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL
uygulanmis ve uygulanmamis hiicrelerde immiin yanitla iliskili sitokinlerin (IL-4, IFN-y ve IL-
1B) diizeyleri ELISA yontemiyle saptandi. Ayrica, immiin yanitin belirte¢lerinden biri olan
nitrik oksit (NO) salim1 Griess reaksiyonu ile analiz edildi.

Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL nanoformiilasyonlar1 basarili bir sekilde iiretilerek karakterize
edildi ve immiinmodiilator etkileri Propolis ve Kuersetinin etkileriyle karsilagtirildi. Test edilen
konsantrasyonlarda (5, 25, 50 ve 100 pg/mL) tiim orneklerin LPS ile indiiklenmis J774
hiicrelerinde NO salimini1 inhibe ettigi belirlendi. Tiim drneklerin 100 pg/mL konsantrasyonlari
IL-4 diizeyini artirirken nanoformlarin, en ¢ok da Propolis-PCL’nin indiiktif etkisi daha
yiiksekti. Propolis-PCL nin sadece 50 pg/mL konsantrasyonu IFN-y diizeyini artirdi. Ayrica,
IL-1B diizeyini diisiiren tek 6rnegin 100 pg/mL Propolis oldugu belirlendi.

Sonug olarak, bu caligmada propolis ve igerigindeki bilesenlerden biri olan kuersetin ile bu
maddelerle yiiklii polimerik nanopartikiillerin immiinomodiilatoér etkilerine iliskin 6nemli
verilere ulasildi. Bu veriler gelecekte, immiin yanitla iligkili sitokinlerin anlatimini ve NO
salimin1 hedef alan, biyoyararlanimi daha yiiksek propolis nanoformiilasyonlarinin ve yeni ar1
tirlinlerinin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

Ocak 2022, 109 sayfa.

Anahtar kelimeler: Propolis, kuersetin, polikaprolakton, immiin yanit, sitokin.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF PROPOLIS-LOADED
POLYMERIC NANOPARTICLES, INVESTIGATION OF THEIR
IMMUNOMODULATORY EFFECTS ON MACROPHAGE CELLS

Toghrul SADIKHOV

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Emine Sekiire Nazlh ARDA
Co-Supervisor : Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Studies in cell cultures and animal models have shown that various bee products (honey,
propolis, bee pollen, etc.) and some of the compounds they contain have important
pharmacological activities. For this reason, bee products find intensive use in various fields
such as healthy nutrition, apitherapy and biocosmetics production. Propolis (bee glue), which
is one of the important honey bee products and contains more than 300 bioactive substances,
becomes more important with its excellent natural medicine properties discovered in the current
century. Depending on its origin, propolis contains various compounds such as sugars, amino
acids, flavonoids, phenolic acids, fatty acids, alcohols, aldehydes, and steroids. Biological
activities of propolis are generally associated with its rich phenolic content. Propolis, and one
of its flavonoids, quercetin, have various biological properties such as anti-allergic, anti-
microbial, anti-inflammatory, anti-cancer, anti-oxidant.

Its strong sticky behavior, pungent taste and low water solubility limit the use of propolis as a
health-supporting product. To overcome these disadvantages and increase bioavailability,
nanotechnological encapsulation techniques can be used.
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In this thesis, the effects of propolis ethanolic extract, commercial quercetin and their
polycaprolactone (PCL)-encapsulated forms on some immune response-related cytokines (IL-
4, IFN-y and IL-1B) and nitric oxide (NO) levels were investigated in J774 macrophage cell
line.

First, an ethanolic extract was prepared from local propolis and this extract was used as a
Propolis sample in the experiments. Then, PCL-encapsulated nanoforms of propolis extract and
quercetin (Propolis-PCL and Quercetin-PCL) were produced using the dual emulsion solvent
evaporation method. The structure of the nanoforms was characterized by UV-VIS
spectrophotometry, zeta potential measurement, FTIR, SEM, and XRD analyses. In the next
stage of the study, the cytotoxic effects of the prepared samples (Propolis, Quercetin, Propolis-
PCL and Quercetin-PCL) on J774 macrophage cells were examined by MTT method, and their
non-toxic concentrations were determined. Expression of cytokines and release of NO in J774
macrophage cells were induced by administering a non-toxic dose of lipopolysaccharide (LPS)
from Escherichia coli (serotype O111:B4). Finally, the levels of immune response-related
cytokines (IL-4, IFN-y and IL-1B) in Propolis, Quercetin, Propolis-PCL and Quercetin-PCL
treated and untreated cells were determined by ELISA method. In addition, the release of nitric
oxide (NO), one of the markers of immune response, was analyzed by the Griess reaction.

Propolis-PCL and Quercetin-PCL nanoformulations were successfully produced and
characterized, and their immunomodulatory effects were compared with those of Propolis and
Quercetin. It was determined that all samples at the tested concentrations (5, 25, 50 and 100
png/mL) inhibited NO release in LPS-induced J774 cells. While 100 pg/mL concentrations of
all samples increased the IL-4 level, the inductive effect of nanoforms, most notably Propolis-
PCL, was higher. Only 50 pg/mL concentration of Propolis-PCL increased the IFN-y level. In
addition, it was determined that the only sample that reduced IL-1p level was 100 pg/mL
Propolis.

As aresult, in this study, important data were obtained regarding the immunomodulatory effects
of propolis and one of its components, quercetin, and polymeric nanoparticles loaded with these
substances. In the future, these data may contribute to the development of more bioavailable
propolis nanoformulations and new bee products that target the expression of immune response-
related cytokines and NO release.

January 2022, 109 pages.

Keywords: Propolis, quercetin, polycaprolactone, immune response, cytokine.
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1. GIRIS

Propolis, bal arilarinin bitkilerden topladiklar1 regineyi, tiikiiriik bezlerinden salgiladiklar
balmumu ve polenle karistirarak iirettikleri bir iiriindiir (Pietta ve dig., 2002). Bal aris1 Apis
mellifera L. (Hymenoptera Apidae) regineyi agaglarin kabugundaki g¢atlaklardan ve yaprak
tomurcuklarindan toplar (Burdock, 1998). Arilar propolisi kendi yuvalarinin insasi ve
adaptasyon i¢in kullanmaktadirlar. Propolisin insanlar tarafindan kullanimi ise ¢ok eski
tarihlere kadar uzanmaktadir. Ornegin, Misirlilar mumyalamada anti-bakteriyal arag olarak
kullanmislar, cesitli toplumlar sagliga yararlt etkilerinden faydalanmislardir (Kuropatnicki ve
dig., 2013). Propolis, immiinomodiilator, anti-tiimor, anti-enflamatuvar, anti-oksidan, anti-
bakteriyel, anti-viral, anti-fungal ve anti-parazit gibi c¢esitli biyolojik ve farmakolojik

ozelliklerinden dolay1 arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir (Sforcin ve Bankova, 2011).

Propolisle ilgili ilk bilimsel aragtirma 1908 yilinda basilmigtir ve bu yayinda daha g¢ok
propolisin kimyasal 6zellikleri, igerdigi bilesikler ele alinmistir (Helfenberg, 1908). Propolisin
cesitli ekstrelerinde yer alan kimyasal bilesiklerin yapilari son yillarda NMR, GC, HPLC, TLC,
MS, GC-MS ve LC-MS/MS gibi yontemler kullanilarak aydinlatilmaya baslanmigtir (Pietta ve
dig., 2002; Sorucu ve Orug., 2019; Bhargava ve dig., 2021). Analitik yontemlerde kaydedilen
teknolojik gelismeler sayesinde, propolisin iceriginde 300’den fazla aktif bilesik tespit
edilmistir. Propolisin, menseine bagl olarak ¢esitli sekerler, amino asitler, flavonoidler, fenolik
asitler, yag asitleri, alkoller, aldehitler, steroidler vb. icerdigi ortaya koyulmustur (Righi ve dig.,
2013).

Propolisin biyolojik aktivitelerinin esasen igerdigi zengin fenolik bilesiklerle iliskili oldugu ileri
stiriilmiistiir (Moreno ve dig., 2000). Tiirkiye’den toplanmis 19 farkli propolis 6rneginin igerik
analizleri yapilmis ve numunelerin apigenin, kuersetin, krizin, kampferol, kafeik asit,
naringenin, galangin, kafeik asit fenetil ester (CAPE) ve diger bilesikleri icerdigi rapor

edilmistir (Degirmencioglu ve dig., 2019).

Flavonol yapisindaki kuersetin dogal flavonoidlerin dnemli iiyelerindendir ve ¢ok cesitli
meyve-sebzelerde bulunmaktadir (Kelly, 2011). Yapilan klinik ¢alismalardan kuersetinin anti-

alerjik, anti-mikrobiyal, anti-enflamatuvar, anti-kanser ve anti-oksidan aktivitelere sahip



oldugu ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (Bischoff,
2008).

Fenolik bilesikler bakimidan zengin propolisin makrofaj aktivasyonuna yol agarak bagisiklik
sisteminde immiinomodiilator etki gosterebildigi daha once yapilan calismalarda rapor
edilmistir (Sforcin, 2007). Makrofajlar yaygin olarak, konak hiicrenin patojenlere karsi
savunmasinda (korunmasinda) yer alan 6nemli hiicreler olarak kabul edilir. Hasarl1 dokulardan
veya patojenlerden alinan sinyallerle makrofajlar dogrudan veya dolayl sekilde organizmanin
savunma mekanizmasina katilirlar (Franken ve dig., 2016). Makrofajlar1 uyarabilen potansiyel
etkenlerden biri de Gram negatif bakterilerin dis membranlariin igerdigi lipopolisakkaritler
(LPS)’dir ve bu komponentlerin makrofajlarda IL-1, IL-6, TNF-a gibi sitokinlerin anlatimini
tetikledigi bilinmektedir (Meng ve Lowell, 1997).

Dimov ve dig. (1991) propolisin suda ¢Oziiniir tiirevinin peritoneal makrofajlardan IL-1’in
salimini tetikledigini in vitro olarak goéstermislerdir. Ayrica, bu arastirmacilar suda ¢6ziiniir
propolisin lenfosit proliferasyonunu Onleyemedigini kanitlayarak, iriiniin non-spesifik

bagisiklig1 modiile ettigini ortaya koymuslardir.

Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, propolisin de igerdigi flavonoidlerden olan kuersetinin, LPS
ile uyarilmis makrofajlardan NO ve TNF-a salimini inhibe ettigi rapor edilmistir ve kuersetin
kronik enflamasyon hastaliklarda kullanilmak iizere ilag gelistirilmesinde potansiyel bir bilesik

olarak onerilmistir (Manjeet ve Ghosh, 1999).

Gilintimiizde saglik sektoriinde ve ilag endiistrisinde, hedeflenen bolgeye daha etkin bir sekilde
ila¢ taginmasini temin etmek i¢in ¢esitli uygulamalarda, terap6tik ajanlarin (6rnegin, proteinler,
peptidler, ilag molekiilleri, siRNA) kapsiillenmesinde nanopartikiiller yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ong ve dig., 2017). Nanopartikiillerin en 6nemli avantajlari, kan dolasiminda
uzun siire kalmalari, belirli dozlarla ila¢ salimini saglamalar1 ve boyutlarindan dolay1 dokuya
kolayca niifuz etmeleridir. Hedefe yonelik ilag tastyict sistemlerin gelistirilmesinde metalik,

organik, inorganik ve polimerik nanoformiilasyonlar tercih edilir (Patra ve dig., 2018).

Kontrollii ila¢ salimi, kiigiik boyutlari, ikili kombine edilebilme 6zellikleri, ilag molekiillerini
hedef bolgeye kadar koruyabilmeleri gibi 6zelliklerinden dolay1 son birkag yilda polimerik
nanokapsiiller ve nanokiireler arastirmacilar tarafindan biiyiik ilgi gérmektedir. Polimerik

nanotastyici sistemlerin gelistirilmesinde, biyolojik olarak parcalanabilirlik ve biyouyumluluk



Ozelliklerinden dolay1 dogal polimerler, kontrol edilebilir kimyasal yapilara sahip olma
avantajlarindan dolayi ise sentetik polimerler tercih edilebilir (Crucho ve Barros, 2017). Birgok
ilag molekiiliinii i¢ine alabilmesi, toksik olmamasi, biyobozunurluk ve diger ozellikleri
polikaprolakton (PCL) isimli alifatik poliesteri polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda

elverisli kilmaktadir (Sinha ve dig., 2004).

Tirkiye’de daha onceden yapilmis bir ¢alismada, giimiis nanopartikiillerde kapsiillenmis
kuersetinin, LPS ile uyarilmis BV-2 mikroglia hiicrelerinde, proenflamatuvar prostaglandin E2,
nitrik oksit (NO), COX-2, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz mRNA’s1 ve protein diizeylerini
belirgin sekilde diislirdiigli rapor edilmistir ve bu nanoformiilasyonlarin nérodejeneratif

hastaliklara kars1 koruma saglayabilecegi ileri siirtilmustiir (Ozdal ve dig., 2019).

Yapilan bagka bir calismada, silika ile kapsiillenmis kuersetin nanopartikiillerinin, anti-

enflamatuvar ve anti-oksidan 6zelliklerini korudugu kanitlanmistir (Lee ve dig., 2016a).

Propolisin insanlar tarafindan tiiketimini zorlastiran baz1 6zelliklerini (giiclii bir sekilde
yapiskan olmasi, keskin tadi, az ¢6ziinmesi gibi) ortadan kaldirmak ve biyoyararlanimi artirmak
tizere kapsiilleme teknikleri kullanilmistir (Li ve dig., 2010). PCL ve pluronik F-108 polimerleri
ile kombine sekilde (matriks sistem) kapsiillenmis Brezilya kirmizi propolisinin etanolik
ekstrelerini igeren nanopartikiillerin anti-oksidan aktivitesi ve Leishmania (V.) braziliensis
tizerinde sitotoksik etkisi arastirilmis, bu nanoformiilasyonlar leishmania hastalarinin
tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilecek ilaglarin hazirlanmasinda potansiyel ara tirtinler

olarak onerilmistir (Do Nascimento ve dig., 2016).

Daha ¢ok antibakteriyal, anti-oksidan aktiviteler iizerine yapilan ¢aligmalarda, PCL ile diger
maddelerin (jelatin, kitosan, PLA, selilloz asetat) kombinasyonundan olusan matriks
sistemlerinde kapsiillenmis propolisin daha etkin oldugu kanitlanmistir (Khoshnevisan ve dig.,
2019; Eskandarinia ve dig., 2020; Son ve dig., 2021; Romero ve dig., 2021).

Literatiirde PCL ve diger polimerlerden olusan kombine matriks sistemlerinde kapsiillenmis
propolisin bazi aktiviteleri {lizerine c¢alismalar mevcut olsa da, sadece PCL (poly-g-
caprolactone) polimeri ile nano boyutta kapsiillenmis propolis ve bu nanoformlarin immiin

yanittaki roliine iligskin bir caligmaya rastlanmamastir.



Bu tez calismasinda, konuyla ilgili mevcut bilgiler referans alinarak, propolisin etanolik ekstresi
ile icerigindeki flavonoidlerden biri olan kuersetinin ve bunlarin PCL ile enkapsiile edilmis
formlarinin, immiin yanit tUzerindeki etkilerinin karsilastirmali olarak incelenmesi

hedeflenmistir.

Once Kirklarelimin Vize ilgesine bagli bir balik¢1 kasabasi olan Kiyikdy’deki iireticiden
propolis temin edilmis ve etanolik ekstre hazirlanmistir. Bu asamayi, propolis etanolik
ekstresinin ve ticari olarak elde edilmis kuersetin flavonoidinin PCL polimeri ile kapsiillenmesi
ve sirasiyla Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL nanopartikiillerinin hazirlanmasi izlemistir.
Nanoformiilasyonlarin karakterizasyonu UV-VIS spektrometri, zeta potansiyeli 6l¢timii, FTIR,
SEM ve XRD analizi yontemleriyle yapilmigtir. In vitro arastirmalarin yapilacagi J774
makrofaj hiicre kiiltiirii kurularak Propolis (etanolik ekstre), Kuersetin, Propolis-PCL ve
Kuersetin-PCL’nin bu hiicreler iizerindeki toksik etkileri MTT testiyle arastirilmis, toksik
olmayan konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Hiicrelerde immiin yanitin aktivasyonunu saglamak
ve sitokin anlatimlari ile NO salimini indiiklemek i¢in E. coli (serotype O111:B4) kaynakli
lipopolisakkarit (LPS) kullanilmistir. Bu ajanin etkin ve toksik olmayan konsantrasyon limitleri
yine MTT testiyle tayin edilmistir. Son asamada, dort {irtintin (Propolis, Kuersetin, Propolis-
PCL ve Kuersetin-PCL) immiin yanitla iligkili sitokinler tizerindeki etkileri protein diizeyinde
ELISA yontemiyle belirlenmigstir. LPS-indiiklii hiicresel nitrik oksit (NO) saliminin 6l¢iimiinde
i1se Griess reaksiyonundan yararlanilmistir. Kullanilan materyale, malzemelere ve yontemlere

iliskin ayrintili bilgiler Malzeme ve Yontem kisminda verilmistir.

Yerli bir propolis 6rneginden hazirlanmis etanolik ekstre ilk kez bu ¢alismada PCL esash
nanopartikiil formunda {retilerek karakterize edilmistir. Propolis ekstresi, kuersetin ve
nanoformlarmin immiin yanitla iliskili baz1 sitokinlerin anlatimi {izerindeki etkileri yine ilk kez
bu calismada incelenmistir. Elde edilen bulgularin biyoyararlanimi daha yiiksek,
immiinomodiilatér 6zellikte yeni ar1 {riinlerinin  gelistirilmesine katki  saglamasi

beklenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PROPOLIS - “ARI TUTKALI”

Yunanca’daki “Pro” (karsisinda, girisinde) ve “Polis” (sehir, toplum) kelimelerinden tiireyen
Propolis kelimesi sehrin (ar1 kovanina benzetme) savunmasi i¢in gereken “madde”yi ifade
etmektedir. Ham propolisin bazen “ar1 tutkali” olarak isimlendirilmesinin nedeni, sogukken sert
ve mum gibi, sicakta ise yumusak ve ¢ok yapiskan olmasidir. Bal arilar1 (Apis mellifera L.)
bitkilerden salgilanan reg¢ineli maddeleri, bitkilerin ¢atlaklarindan sizan miisilajlar1 (zamk),
lipofilik maddeleri ve diger baz1 maddeleri toplayarak kendi tiikiiriik bezlerinden salgiladiklari

B-glikozidaz enzimiyle karistirirlar ve ham propolisi tiretirler (De Groot, 2013).

Bal arilari, topladiklart propolisi kovanin onarilmasi, ince kisimlarin giiglendirilmesi, kovana
saldiran “yabanci istilacilarin” disar1 tasinamayan kadavralarinin “mumyalanmasi” igin
kullanirlar. Propolisin geleneksel halk hekimliginde insanlar tarafindan kullaniminin tarihgesi

M.O. 300. yila kadar uzanir (Toreti ve dig., 2013).
2.1.1. Propolisin Bitkisel Kaynaklari

Dogal {iriiniin  bitkisel kaynaklarmi bilmek, onun igerik analizleri ya da kimyasal
standardizasyonu i¢in 6nem arz etmektedir. Ayn1 zamanda, aricilar propolisin bitki kaynagini
bilerek, ar1 kovanlari gevresinde uygun bitkilerin oldugundan emin olabilirler. Ornegin, kuzey
Rusyada hus agaci1 (Betula verrucosa) ve titrek kavak (Populus tremuloides) agaclarinin
propolis i¢in esas kaynak oldugu rapor edilmistir (Bankova ve dig., 2000). Kavak (Populus)
cinsinin 1liman bdlgelerden toplanan propolis igin 6nemli bir bitkisel kaynak oldugu
bilinmektedir. Ozellikle bu cinse ait Populus nigra L. (karakavak), Populus deltoides L. ve
Populus fremontii tiirlerinden toplanan propolis “kavak-tipi-propolis” olarak isimlendirilir ve
daha ¢ok Avrupa (Akdeniz’deki bazi bolgeler harig), Kuzey Amerika, Asyanin tropik olmayan
bolgelerinde (Cin dahil) bulunur (De Groot, 2013).

Cesitli propolis 6rneklerinin kimyasal igerikleri, is¢i arinin bitkisel salgilar1 topladigi bitki
kaynagina gore biiylik farklilik gosterebilir (Castaldo ve Capasso, 2002; Kumazawa ve dig.,
2004). Mevsim, yiikseklik, 1siklanma, beslenme olanaklari gibi dis etkenler de propolis
orneklerinin kimyasal igeriginde farklilik yaratabilir (Katircioglu ve Mercan, 2006; Silici ve
Kutluca, 2005). Propolisin kimyasal karakterizasyonu TLC, HPLC veya GC gibi yontemlerle



yapilabilir. Farkli bitki kaynagina ait propolis 6rneklerinin igerdigi tipik bilesikler Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1: Farkli cografi kokene ait propolis 6rneklerinin i¢erdigi karakteristik bilesikler (Bankova ve
dig., 2000).

Cografi koken Bitki kaynag icerdigi karakteristik bilesenler

Avrupa, Asya, Kuzey Krizin, galangin, benzil, feniletil,

Populus spp. (Kavak)

Amerika prenil, pinosembrin, pinobanksin
. Apigenin, ermanin, kaemferid,
Kuzey Rusya Betula verrucosa (Hus agac1) T
Brezilya Baccahris spp. Diterpenik asitler, p-kumarik asit,
Araucaria spp. asetofenonlar
Kanarya Adalar1 Bilinmeyen Furoruran lignanlar

2.1.2. Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Dogal propolis lipofiliktir ve kati formdadir, 1sitildig1 zaman yumusak ve ¢ok yapiskan bir hal
alir (Hausen ve dig., 1987). Dondurulmus propolis serttir ve 25-45°C sicaklikta esnek ve
yapiskandir. Propolis 60-70°C’de siviya doniisebilir, ancak bazi propolis 6rnekleri i¢in erime
noktast 100°C’dir. Kdkeni ve regine igerigine gore propolisin rengi degisebilir. Genellikle
propolisi ¢6zmek i¢in metanol, etanol, aseton, kloroform, su, diklorometan gibi ¢oziiciiler

kullanilmaktadir (Wagh, 2013).

Yiizlerce bilesik igeren propolis, yaklasik olarak %50 regine ve balsam, %30 mum, %10
esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 kalintilardan olusmaktadir (Thomson, 1990).
Farkli bolgelerden toplanmis propolisin igeriginde fenolik asitler, flavonoidler, lignanlar,
esterler, diterpenler, seskiterpenler, aromatik aldehitler, amino asitler, alkoller, yag asitleri,
vitaminler ve mineraller tanimlanmistir (Batista ve dig., 2012). Propolis toplandigi bitki
kaynagina, dolayistyla cografi kokenine gore farkli igeriklere sahip oldugu gibi, ekstraksiyon

yontemleri de iiriiniin besin profilini degistirebilir (Braakhuis, 2019).



Tirkiye’de 3 farkli bolgeden (Erzurum, Giimiishane, Trabzon) toplanmis propolis 6rneklerinin
GC-MS yontemiyle igerik analizi yapilmis ve cografi kokenine gore orneklerde farkh
miktarlarda alkoller, aromatik asit esterleri, flavonoidler, ketonlar ve diger bilesiklerin oldugu
rapor edilmistir (Tablo 2.2) (Sorkun ve dig., 2001).

Tablo 2.2: Tiirkiye’nin ti¢ farkli bolgesinden toplanmis propolis 6rneklerinin GC-MS yontemi ile igerik
analizi (Sorkun ve dig., 2001).

Bilesikler Erzurum (%0) Giimiishane (%) Trabzon (%)
Alkoller 21.73 11.30 15.03
Alifatik Asitler 1.96 0.98 31
Amino Asitler 4.46 - -
Aromatik Asit Esterleri 31.86 5.52 5.12
Aromatik Asitler 1.32 2.18 3.35
Aromatik Aldehitler 2.24 1.05 0.95
Flavonoidler 4.72 50.55 43.55
Ketonlar 8.19 11.11 21.30
Diger Bilesikler 20.21 13.31 7.87
Terpenoidler 3.31 cok diisiik cok diisiik

Makedonya’dan toplanmis propolis drneklerinde Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (AAS)
ile yapilan metal analizlerinde Ca, Mg, Na, K, Zn ve Fe; Kiiba’dan toplanmis propolisin
etanolik ekstrelerinde ise Fe, Mn, Zn ve Cu mineralleri tespit edilmistir (Kulevanova ve dig.,

1995; Bankova ve dig., 2000).

2.1.3. Propolisin Fenolik icerigi ve Flavonoidleri

Fenolik bilesikler, fenoller, fenolik asitler, stilbenler, lignanlar, ligninler, kumarinler ve
flavonoidler gibi gruplarda smiflandirilabilir (Naczk ve Shahidi, 2004). Bitkilerde bulanan
flavonoidlerin tiim polifenollerin %60’1n1 kapsayan, 4000’den fazla farkli molekilii iceren
biiyiik bir aile oldugu bilinmektedir (Madunic ve dig., 2018). Flavonoidler 8 esas grupta

incelenebilir: flavonlar, flavonollar, izoflavonlar, flavan-3-ol’lar, flavanonlar, flavanonoller,



antosiyanidinler ve kalkonlar (Martinez ve dig., 2019). Cesitli bolgelerden toplanarak igerik

analizi yapilmis propolis 6rneklerinin igerdigi dnemli flavonoidler Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3: Propolisin igeriginde tespit edilmis bazi flavonoidler.

Flavonlar ilgili literatiir

Cao ve dig, 2004; Usia ve

Luteolin, Heksametoksi flavon, 6-Sinnamilkrisin dig.,2002; Hegazi ve Abd El
Hady,2002
Flavonollar ilgili literatiir
Kuersetin, Macarangin, 2'-Geranilkuersetin, Inui ve dig., 2012; Petrova ve
dig., 2010;

2'-(8"-Hidroksi-3",8"-dimetil-oct-2"-enil)-kuersetin,
Li ve dig., 2010; Guzelmeric ve
(7"R)-8-[1-(4'-Hidroksi-3'-metoksifenil)prop-2-en-1-il]-galangin dig., 2018

izoflavonlar ilgili literatiir

Alencar ve dig., 2007;
Odoratin, Kalikosin, Medikarpin, Homopterokarpin, 7,4'-

Dihidroksiisoflavon, 4',7-Dimetoksi-2'-isoflavonol Shrestha ve dig,2007;

Li ve dig., 2008

izoflavanlar Tlgili literatiir

Li ve dig., 2008;
(3S)-Vestitol, (3S)-Isovestitol, (3S)-7-O-Metilvestitol, (3S)- T - )
Mukronulatol, 7,4'-Dihidroksi-2'-metoksiisoflavone, Neovestitol Piccinelli ve dig., 2005;

Campo Fernandez ve dig., 2008

Flavanonlar Tigili literatiir

(2S)-Naringenin, Alnustinol, Garbanzol, (2S)-Liquiritigenin, 7-O-

Prenilpinosembrin Live dig., 2008

Kalkonlar Tlgili literatiir
3,4,2',3"-Tetrahidroksikalkon, Isoliquiritigenin, 4,4'-Dihidroksi-2'- Righi ve dig., 2011;

metoksikalkon Li ve dig., 2008

Flavonoid Glikozidleri Tigili literatiir

Kuersetin-3-0-glukozit, Kamferol-3-O-rutinosid, Isoramnetin-3-O-

rutinosid Falcao ve dig., 2013




Flavonoidler bitkilerde dogal olarak bulunan ikincil metabolitlerdir ve sikimik asit ile asetat-
malonat yolaklarinin kombine biyosentezi sayesinde ortaya ¢ikabilirler (Castellano ve dig.,
2013). Flavonoidlerin kimyasal yapist on bes karbondan olusan iskelete dayalidir ve ayni1 sinifa
ait olan flavonoidler A ve B zincirlerinin fonksiyonel gruplarina gore farklilik gostermektedir.
Bitki hiicrelerinin vakuollerinde biriken flavonoidler genellikle glikozitler seklinde ortaya
cikarlar ve yapisal farkliliklar1 halkalardaki hidroksilasyon, metoksilasyon ve glikozilasyon ile
iliskilidir (Sekil 2.1) (Amic ve dig., 2007).

HO
Kafeik asit fenetil ester

Sekil 2.1: Propolisin igerdigi baz1 fenolik bilesikler ve kimyasal formiilleri (Huang ve dig., 2014).

Propolisin i¢erdigi énemli bilesenler olan flavonoidlerin anti-enflamatuvar, anti-kanser, anti-
oksidan, anti-viral, anti-diyabetik, yaslanma karsiti gibi ¢ok sayida farmakolojik aktiviteleri
bilinmektedir ve 1liman bdlgelerde propolisin icerdigi flavonoid miktar1 onun kalitesini
degerlendirmek icin bir kriter olarak kullanilir. Bu bolgelerden toplanmis propolis 6rneklerinin
kimyasal yapisinda krizin, galangin, pinosembrin ve pinobanksin gibi flavonoidler karakteristik
bilesikler olarak tanimlanabilir (Daubney ve dig., 2015; Huang ve dig., 2014). Kafeik asit
fenetil ester propolisin igerdigi en 6nemli polifenolik bilesiklerden biridir ve yara iyilestirme,
anti-enflamatuvar, anti-diyabetik, anti-kanser gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir (Olgierd
ve dig., 2021).
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Pietta ve dig. (2002) HPLC ve MS yontemlerini kullanarak cesitli propolis ekstrelerinin
igerigindeki kuersetin, galangin, krizin, pinosembrin, naringenin, kamferol gibi flavonoidlerin
varligini kanitlamiglardir. Yapilan ¢aligmalarda Brezilya’dan toplanmis propolis 6rneklerinde
kaempferid, izosakuranetin, formononetin, izoliquiritigenin, liquiritigenin, medikarpin,
biokanin-A flavonoidleri, prenillenmis fenilpropanoidler, prenillenmis p-kumarik asitler,
asetofenonlar, diterpenik asitler tespit edilmistir (Bankova, 2005; Park ve dig., 2002; Da Silva
Frozza ve dig., 2013; Silva ve dig., 2008).

2.1.4. Propolisin I¢erdigi Onemli Bir Flavonoid: Kuersetin

Kuersetin kelimesi menseini Latince’deki “quercetum” kelimesinden almistir ve “pelit ormani”
anlamina gelmektedir. Bitkisel bir sekonder metabolit olan kuersetin turunggiller, kirmizi
sogan, Uziim, elma, cilek, kiraz, brokoli gibi ¢esitli insan gidalarinin igeriginde bulunur.
Kuersetin (3,3',4',5,7-Pentahidroksiflavon) hesperedin, rutin (glikozillenmis Kkuersetin) ve
naringenin gibi diger birgok flavonoid i¢in temel olusturmaktadir. Bu flavonoid sar1 renklidir
ve sicak suda az ¢oziinse de, alkol ve lipidlerde tam olarak ¢oziinebilmektedir (David ve dig.,
2016).

Diger bir¢ok flavonoidin oral biyoyararlanimi diisiik oldugu i¢in, kuersetinin organizmada
emilimi bir¢ok aragtirmada merak konusu olmustur. Dogal kuersetinin biyoyararlanimi seker
kismu ile iligkilidir. Kuersetin bitkilerde daha ¢ok glikozillenmis sekilde bulundugu igin,
dogrudan emilimi kolay degildir. Ancak yapilan deneysel ¢alismalar, kuersetin glikozitlerinin
ince bagirsakta bakteriyel enzimlerden bagimsiz olarak etkili bicimde hidrolize olabildigini ve
bundan sonra aglikon kuersetinin emiliminin % 65-81 arttigin1 géstermektedir. Giinliik 0.5-1 g
kuersetin kullaniminin insan sagligina yararli oldugu 6ne siiriillmektedir (Graefe ve dig., 2001;

Walle ve dig., 2000; Bischoff, 2008).

Bitkilerde anahtar ikincil metabolitlerden olan kuersetin flavonoidinin saglik iizerine bir dizi
yararli etkileri vardir. Okoko ve Oruambo (2009) kuersetinin ve metaboliti olan 3-O-metil
kuersetinin E.coli (055:B5) LPS ile uyarilmis U937 hiicrelerinde IL-1 sitokin salgilanmasini ve
makrofaj aktivasyonunu inhibe ettigini rapor etmislerdir. Kuersetinin anti-enflamatuvar etkisi
lizerine arastirma yapan Xiong ve dig. (2019), bu flavonoidin dis eti fibroblast hiicrelerinde IL-

18, IL-6, IL-8 ve TNF-q tiretimini azalttigin1 tespit etmislerdir.
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Lee ve dig. (2016b) kuersetinin enzimatik yolla sentezlenmis — glikozillenmis tiirevi olan
kuersetin 3-O-ksilositin (Quer-xyl) makrofaj aktivasyonunu gergeklestirerek TNF-a ve 1L-6
saliminm tetikledigini ve glikozillenmis kuersetinin immiinostimulan etki gosterdigini ortaya
koymuslardir. Literatiirde kuersetinin enflamasyona yol agan COX ve LOX enzimlerini inhibe

ettigi bilgisi de yer almaktadir (Yang ve dig., 2020a).

Bazi galismalarda Kuersetin potansiyel adjuvan (destekleyici), immiinostimulan, anti-oksidan,
anti-mikrobiyal ve anti-alerjik terap6tik ajan olarak 6nerilmistir. (Singh ve dig., 2017; Park ve
dig., 2009; Lesjak ve dig., 2018; Li ve dig., 2009). NO, ROS, Akt, NF-«xB, kaspaz-3, kaspaz-9,
MCL-1, Bcl-2 ve BAX yolaklarin1 modiile etme 6zelligine sahip kuersetinin anti-kanser etkisi
de kanitlanmigtir (Tang ve dig., 2019; Ward ve dig., 2018; Gao ve dig., 2012).

2.1.5. Propolis Ekstrelerinin Hazirlanma Yéntemleri

Insan sagligina yararli cok sayida farmakolojik aktiviteye sahip propolisin ekstraksiyonu icin
cesitli yontemler gelistirilmistir. Ham propolis kompleks yapida, zengin bir igerige sahip fakat
¢ozinlirliigl diisiik dogal bir iirlin oldugu i¢in dogrudan kullanilamaz ve propolisin igerdigi
yararli bilesikleri izole etmenin en basit yolu ¢esitli ¢oziiciilerle ekstraksiyondur (Pietta ve dig.,
2002). Literatiirde propolisin daha ¢ok etanol, metanol gibi alkollerle ekstraksiyonuna rastlansa
da, suda, yagda ve diger ¢oziiclilerde hazirlanmis ekstreler de deneylerde kullanilmistir. Tiim
ekstraksiyon yontemlerinin kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlari vardir (Kubiliene ve dig.,
2015). Ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziiciilerin ham propolis igerigindeki belli grup bilesikleri
daha kolay veya spesifik ¢cozme 6zelligi bulunmaktadir (Tablo 2.4) (Fokt ve dig., 2010). Bu
nedenle, ekstraksiyonda kullanilan farkli c¢oziiciiler ve yontemler, propolis preparatlarinin

standardizasyonunu giiglestirebilmektedir (Cunha ve dig., 2004).

Az miktarda balmumu igeren ve biyolojik aktif bilesiklerce zengin propolis ekstrelerinin
hazirlanmasinda en yaygin kulanilan ¢oziicii etanol oldugu igin, bu ¢oziiciiye dayali yontem
propolis ekstraksiyonunda geleneksel yaklasim olarak tanimlanmaktadir (Devequi-Nunes ve
dig., 2018). Ancak, daha sonradan su, stperkritik akiskan, asetonitril, dogal derin otektik
coziciiler, ¢ift katmanli kat1 faz ve diger ekstraksiyon yontemleri de denenmis ve gelistirilmistir

(Mello ve dig., 2010; Danert ve dig., 2014; Oellig, 2016; Funari ve dig., 2019).
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Tablo 2.4: Propolis ekstraksiyonunda kullanilan gesitli ¢6ziiciiler ve ¢ozdiikleri bilesikler.

Su Metanol Etanol

Totarol, Laktonlar, Fenonlar, Poliasetilenler, Flavonoller,
Kuasinoidler, Flavonlar, Polipeptidler,  Steroller, Alkaloidler,
Lektinler, Ksantoksilin, Antosiyaninler, Polifenoller, Taninler,
Taninler, Terpenoidler, Saponinler Terpenoidler

Antosiyaninler, Taninler,
Saponinler, Terpenoidler,
Polipeptidler, Lektinler, Nisasta

Diklorometan Kloroform Eter

Terpenoidler, Taninler,
Poliasetilenler, Flavonoller,
Steroller, Alkaloidler, Polifenoller

Flavonoidler, Kumarinler, Yag asitleri,

Terpenoidler Alkaloidler, Terpenoidler Flavonoller

Sosnowski (1983) metanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol, tert-butanol,
dietileter, 1,2-propilen glikol, dimetil siilfoksit, etilen glikol, benzil benzoat, polietilen glikol,
aseton ve glasiyal asetik asit gibi gesitli organik ¢6ziiciiler kullanarak sivi propolis ekstreleri
hazirlamistir. Bazi ¢alismalarda esansiyal yaglar da propolis ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir
(Galeotti ve dig., 2018; Keskin, 2020). Ultrasonik ve mikrodalga destekli propolis ekstraksiyon
tekniginin geleneksel yontemden daha verimli oldugu rapor edilmistir (Trusheva ve dig., 2007;

Pellati ve dig., 2013).

2.1.6. Propolisin Biyolojik Aktiviteleri ve Saghk Uzerine Etkileri

Propolisin 12. yiizyildan beri agiz ve bogaz enfeksiyonlarinda, dis ¢iirigiinde tedavi amagh
kullanildig1 bilinmektedir. Propolis 1600'lii yillarda Londra’da ilag olarak belgelenmistir ve ilk
asamalarda derideki yaralarin tedavi edilmesinde kullanilmistir (Walgrave ve dig., 2005).
Giliniimiizde propolis ile ilgili yapilan c¢alismalarda daha ¢ok arastirilan ve 1ilgi goren

farmakolojik aktiviteler Sekil 2.2°de verilmistir.
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Anti-
diyabetik

Immiino-

i Anti-mikrobiyal
stimiilan

’.- Anti-fungal
Anti- Propolisin Yara
oksidan Farmakolojik iyilestirme

Aktiviteleri
N_ i
protektif

Sekil 2.2: Giiniimiizde propolisin daha ¢ok arastirilan ve ilgi goren farmakolojik aktiviteleri.

Anti-
enflamatuvar

Anti-kanser

Propolis orneklerinin cografi ya da bitkisel kaynagimin, kimyasal igeriginin ve biyolojik
aktivitelerinin tespit edilmesi propolis i¢eren yeni iirlinlerin ve ilacglarin gelistirilmesi i¢in
onemlidir (Silva-Carvalho ve dig., 2015). Kujumgiev ve dig. (1999) propolisin aktivitesinin
yapisindaki bilesiklerin karigimina bagli oldugunu ve herhangi bir bilesigin etkisinin, ekstrenin
biitiin aktivitesinden daha biiyiik olmadigini 6ne stirmiistiir. Propolis ekstrelerindeki bilesiklerin
izole edilmesinin, daha giiclii etkinlige sahip yapisal bilesenin tespit edilmesini saglayacagi
yonilinde goriisler de vardir (Usia ve dig., 2002; Silici ve Kutluca, 2005; Sforcin, 2016).
Propolisin igerdigi bazi bilesikler hiicre yiizeyinde yer alan spesifik reseptorlerine baglanarak
hiicre i¢i bircok metabolik yolu tetikleyebilcegi gibi, diger bazi bilesenleri de hiicre
membranlarindan gecerek dogrudan biyolojik aktivite gosterebilir (Bufalo ve Sforcin, 2015;
Cigut ve dig., 2011).

Giincel ¢alismalar, immiinomodiilatér ozelliklere sahip propolisi immiin bozukluklarin
tedavisinde alternatif bir ajan olarak 6nermektedir. Propolis ve igerdigi baz1 fenolik bilesikler
(galangin ve pinosembrin) notrofillerin kemotaktik aktivitelerini stimiile edebilir ve fagositik
aktiviteyi artirdig1 i¢in tipta immiinomodiilatér ajan olarak kullanilabilir (Sampietro ve dig.,
2016). Colyak hastalarinin periferik kanindan elde edilmis mononiikleer hiicrelerde (PBMC)
IL-10 salimint tetikleyen, IFN-y, iNOS ve NO iiretimini inhibe eden propolis, saglikli insanlarin
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hiicrelerinde NO {iretimi tizerine etki géstermemistir. NFkB ve STAT3 inhibisyonu propolisin

iNOS yolagi lizerinde modiilator etkisi ile iliskilendirilmistir (Medjeber ve dig., 2018).

Zaccaria ve dig. (2017) tarafindan, propolisin insandaki transforme keratinosit hiicrelerinde
(HaCat) miRNA’larin enflamatuvar yanit ve oksidatif stresle iligkili anlatim1 {izerine yapilan
calismada kullanilan iki farkli tiir 6rnekten, kahverengi propolisin deney planina dahil olan tiim
miRNA’larin  (miR-19a-3p; miR-203a-3p; miR-27a-3p; mMiR-17-3p) anlatim diizeylerini
artirdigy, yesil propolisin ise sadece miR-19a-3p ve miR-27a-3p anlatimi iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica, bu arastirmada kahverengi propolisin TNF-a; NFE2L2 ve GPX2’nin gen
anlatim diizeylerini degistirebilmesi ve yliksek epigenetik aktiviteye sahip olmasi zengin

flavanon ve flavon igerigi ile iliskilendirilmistir.

Propolisin etanolik ekstresinin ve igerdigi fenolik bilesiklerden olan CAPE’nin J774 makrofaj
hiicrelerinde COX-1 ve COX-2 enzimlerinin aktivitesi lizerine etkisinin arastirildigr bir
caligmada, propolisin bu enzimlerin etkinligini inhibe ettigi ve bu etkinin CAPE ve galangin
bilesenleri ile iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir. Buna ilaveten, yapilan deneylerde COX-1 ve
COX-2 aktivitesinin belirteci olarak oOlg¢iilen, PGE; iiretiminin galanginden ¢ok CAPE
tarafindan baskilandig1 kanitlanmistir (Rossi ve dig., 2002).

Blonska ve dig. (2004) propolis ve igerigindeki bazi flavonoidlerin (kuersetin, krizin, galangin,
kamferol) LPS ile uyarilmis J774A.1 makrofaj hiicrelerinde, IL-18 ve iNOS gen anlatimlarim
ve NO iiretimini 6nemli derecede baskiladigim kanitlamislardir. insan kikirdagi ve
kondrositlerinde kronik enflamatuvar durumunda iiretimi artan, IL-1p ile indiiklenmis NO ve
GAGs salimini inhibe eden propolis ve CAPE’nin koruyucu etkisinin indometasinden fazla
oldugu bildirilmektedir (Cardile ve dig., 2003). Propolis arasidonik asit ve TPA (12-O-
tetradekanoil-forbol-13-asetat) ile indiiklenmis fare kulak 6deminde de anti-enflamatuvar etki
gostermis, NO salimini indirgemistir (Valenzuela-Barra ve dig., 2015). Tiirkiye’de yapilan bir
arastirmada yerli propolisten hazirlanmis su ekstresi, farelerde LPS endotoksini ile indiiklenmis
g0z iltihab1 — tiveitde NFxB inhibisyonu gerceklestirerek anti-enflamatuvar aktivite gostermis
ve bu etkinin HIF-1lo ve TNF-a diizeylerindeki azalma ile ilgili oldugu 6ne siiriilmiistiir
(Ertiirkiiner ve dig., 2016).

LPS ile uyarilmigs RAW 264.7 fare makrofajlarina Brezilya’dan toplanmis kirmizi propolis ile

hazirlanmig ekstre uygulamasindan sonra, hiicre siipernatantlarinda pro-enflamatuvar
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mediyatorler olan IL-1B, IFN-y, IL-12, GM-CSF diizeyleri azalmis, TNF-a ve IL-6
sitokinlerinin protein diizeyleri ise artmistir. Ayrica kirmizi propolis 1L-4, IL-10 ve TGF-B
sitokinlerinin diizeyini azaltmistir. Propolis LPS ile transkripsiyonu indiiklenmis, enflamasyon
sinyal genleri olan Pdk1, Pak1, Nfkbl, Mtcpl, Gsk3b, Fos ve EIk1’in anlatimini 6nemli dl¢iide
indirgemistir ve bu etki NF-kB ve MAPK sinyal yolaklariin inhibisyonu ile de kanitlanmistir
(Sekil 2.3) (Bueno-Silva ve dig., 2015).

Sitokinlerin salim
IL-2; TL-10; Az?ltan
IFN-y; IL-1p; regiilasyon
TGF-$; GM-CSF
P Artiran
regiilasyon
s " ,..,;.',:;;;,,;;, ® Inhibisyon
MAPK yolagimn )

inhibisyonu 5 inhibisyonu

h’ - P13K yolagmn
PI3K |Ehlbls3 onu

IKKs

)ohgmln Q

inhibisyonu

Enflamasyon sltolnnlennm
genleri

N X
.Nos\ ! i! WIN;
Y eNOS Geni

Sekil 2.3: Brezilya kaynakli kirmizi propolisin LPS ile uyarilmis makrofajlarda anti-
enflamatuvar etkisi (Bueno-Silva ve dig., 2015).

Conti ve dig. (2015) ti¢ farkl: tilkeden (Brezilya, Meksika ve Kiiba) propolis 6rneklerini insan
monosit hiicrelerine uygulayarak, bazi 6rneklerin pro-enflamatuvar sitokin olan TNF-o’nin
tiretimini baskilayarak anti-enflamatavar sitokin IL-10’un iiretimini indiikledigini, bazilarinin
ise tam tersi yonde etki gosterdigini belirlemislerdir. Orneklerin farkli igerige sahip olmasi veya
diger hiicresel mediyatorlerin devreye girmesi propolisin hem anti-enflamatuvar, hem de pro-
enflamatuvar etki gosterebilmesinin nedeni olarak dngdriilmektedir. Yuan ve dig. (2018) ise
Brezilya propolisinin insan peridontal ligament hiicrelerinde I1L-6 ve IL-8 sitokinlerininin

salimini inhibe ettigini, TNF-a anlatimini ise etkilemedigini gostermislerdir. Kuersetin, krizin
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ve pinosembrin bakimindan zengin Fas propolisi ile yapilan bagka bir ¢calismanin deneysel

sonuglari da bu aragtirmalar1 desteklemektedir (Touzani ve dig., 2019).

Orsolic ve Basic (2003), propolisin farelerde makrofaj aktivasyonunu gergeklestirerek lenfosit
aktiflestirici faktoriin (LAF) salimini tetikledigini ve timor hiicrelerinin in vitro dliimiine neden
oldugunu, bu nedenle nonspesifik anti-kanser 6zellik sergiledigini rapor etmislerdir. HL-60
miyeloid kanser hiicre hattinda kaspaz-3 aktivitesini yiikselterek apoptozu artiran propolisin

anti-kanser aktivitesi tespit edilmistir (Ucar ve dig., 2016).

Diyabetik fareler iizerinde yapilan bir c¢alismada, propolis, enflamasyonu, anormal lipid
diizeylerini, oksidatif stresi ve ayrilmis lenfosit proliferasyonunu ve migrasyonunu zayiflatmas,
IL-2, IL-4 ve IL-7 sitokinlerinin salimini azaltmis, B ve T hiicrelerinin kemotaktik etkinligini

ise artirmigtir (Al Gamdi ve dig., 2015).

Izuta ve dig. (2009) Cin kaynakli kirmiz1 propolis ile onun igeriginde yer alan CAPE’nin insan
umbilikal ven endotel hiicrelerinde (HUVEC) vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ile
indiikklenmis anjiyogenez {izerine baskilayici etki gosterdigini rapor etmislerdir. Anti-
aterosklerotik, anti-hemostatik, anti-hipertansif, anti-anjiyogenez etkileri, miyokardiyal ve
endotelyal protektif oOzellikleri propolisin kardiyovaskiiler terapdtik potansiyeline isaret

etmektedir (Silva ve dig., 2021).

Lipid peroksidasyonunu, hemolizi ve biyofilm olusumunu inhibe edebilmesi propolisin yara
tyilestirme etkisini 6ne ¢ikarmaktadir. Yara iyilesmesi ¢ok sayida mekanizmanin is gérmesine
bagli oldugu igin, propolis ve onun igerdigi bilesiklerin anti-oksidan, anti-mikrobiyal, anti-
enflamatuvar, anti-diyabetik gibi aktiviteleri “ar1 tutkali”’n1 yara iyilesmesinde Onemli
kilmaktadir (Oryan ve dig., 2018).

Yapilan galismalarda propolis ve igerdigi bilesiklerin anjiyotensin doniistiiriicii enzim-2
(ACE2) ve transmembran proteaz serin proteaz 2 (TMPRSS2) enzimleri iizerine inhibitor
etkileri kanitlandig1 i¢in, propolis, konak organizmalara girisgte bu enzimlere giiglii bir sekilde
baglanan SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi da potansiyel terapotik bir ilag olarak onerilmistir.
Ayrica, CAPE’nin, akciger fibrozuna neden olan PAK1’in (patojenik kinaz) aktivasyonunu
gerceklestiren RAC proteinini inaktive ettigi daha onceden rapor edildigi icin, igeriginde
yiiksek miktarda bu bilesigi bulundurabilen propolisin COVID-19 hastaliginin tedavisinde
etkili olabilecegi ongoriilmektedir (Berretta ve dig., 2020).
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2.2. IMMUN SiSTEM, DOGAL VE KAZANILMIS BAGISIKLIK

Klasik tanimina gére immiin sistem, bazi proteinleri, immiin hiicreleri ve onlarin trettikleri
sitokinler, kemokinler, antikorlar ve biiylime faktorleri gibi humoral faktorleri icermektedir.
Humoral ve hiicresel faktorleri kendinde birlestiren immiin sistem konak organizmayi dis
patojenlere karsi korumakla yiikiimliidiir. Ancak immdiin sistemin hiicreleri bunun da 6tesinde
doku homeostazi ve onarimi gibi diger mekanizmalarda da gorev alabilirler (Sattler, 2017).
Geleneksel olarak immiinite (bagisiklik) hem farkli hem ortak hiicre tiplerinin rol aldig: 2 alt
grupta ele alinir: dogustan gelen (dogal) immiinite ve sonradan kazanilmis (adaptif) immiinite

(Sekil 2.4) (Sharpe ve Mount, 2015; Kaur ve Secord, 2019).

Dogal bagisikhk sistemi Adaptif bagisikhk sistemi

Dendritik hiicreler B hiicre
y 3 T hiicre
=
T hiicre

Mast

Makrofajr hiicreleri A A @
g Antikorlar

&
PO @@

Dogal Oldiiriicii Graniilosit Dogal CD4T T cDst T
hiicre Oldiiriicii hiicre hiicre
T hiicre

Sekil 2.4: Dogal ve adaptif bagisiklik sistemlerinde yer alan hiicre tipleri
(Sharpe ve Mount, 2015).

Organizmanin dis patojenlerin, toksinlerin ve alerjenlerin kendi dokusundan farkliligini tespit
etmesi ve onlara karst immiin sistem mekanizmalarini aktiflestirmesi immiin yanit olarak
tanimlanabilir. Kendi doku pargalarinin dis isgalci patojenlerden ayirt edilmesi T hiicreleri
sayesinde miimkiin olmaktadir. Tam immiin yanit I6kositlerin alt kiimelerinin istirakini
icermektedir. Cesitli 16kosit alt tiirleri, morfolojik olarak geleneksel histolojik boyamalar ve
hiicre membranlarindaki antijenlerin glikoprotein farklilagmasinin analizi ile birbirinden ayirt
edilebilir. Antijenlerin bu tir farkliligi onlarin spesifik monoklonal antikorlara
baglanabilmesini temin etmektedir. Giiniimiizde farklilasma kiimesi (CD - “Cluster

Differentiation”) ile isimlendirilmis 350’den fazla antijen tipi bilinmektedir (Chaplin, 2010).
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Dogustan gelen bagisiklik mekanizmalarin {iyeleri makrofajlar, mast hiicreleri, notrofiller,
eozinofiller, dendritik hiicreler ve dogal dldiiriicti hiicrelerdir. Dogal bagisiklik sistemi genel
olarak 3 tlir immiin yanit stratejisi izleyebilir. Birinci strateji, mikroplar tarafindan salinan
molekiilllere karsi tretilen TLR’ler (Toll-benzeri reseptorler), CLR’ler (C-tiirii lektin
reseptorleri), NOD-benzeri, RIG-1-benzeri ve AlIM2-benzeri reseptorler gibi kalip tanima
reseptorleri ile iliskilidir. Kalip tanima reseptorleri mikroplar tarafindan tiretilen yiiksek oranda
korunmus patojen-iligkili molekiiler kaliplart (PAMP’lar1) tanir ve hiicrenin kendi yap1
taglarindan ayirt etme olanagi saglar. Korunmus PAMP’lara 6rnek olarak endotoksin LPS, viral
menseli ¢ift zincirli RNA, peptidoglikanlar ve metillenmemis mikrobiyal DNA’lar verilebilir
(Janeway, 1989; Brubaker ve dig., 2015).

Ikinci strateji hasarla iliskili molekiiler kaliplarin taninmasidir ve bu mekanizma enflamasyon
ve enfeksiyonun metabolik sonucunu ifade etmektedir. Hasar iligkili kaliplar 1s1 soku

proteinleri, tirik asit, endojen alarminler ve diger proteinleri igerir (Bianchi, 2007).

Ugiincii strateji, enfeksiyon olmadig durumlarda, saglikli hiicrelerin iirettigi molekiillerin tespit
edilmesi ile iligkilidir. Bu molekiillerin belirteg¢ olarak tespit edilmesi, konak organizmanin
kendi dokusuna kars1 dogal bagisiklik sisteminin aktivasyonunu inhibe etmesine olanak saglar

(Joncker ve Raulet, 2008).

Sonradan kazanilmis bagisiklik veya adaptif immiinite, T ve B lenfositleri aracilifiyla daha
komplike bir immiin yanit sergilemektedir ve yiiksek spesifik antijen tanima reseptdrleri olan
TCR’ler (T hiicre reseptorleri) ve BCR’ler (B hiicre reseptorleri) ile donanmstir (Yang ve dig.,
2020b).

2.2.1. Makrofajlar

Makrofajlar isimlerini hiicresel atiklar1 yutma ve sindirme 6zelliklerinden alirlar ve cogunlukla
monositlere doniisen kemik iligi prekiirsor (6nciil) hiicrelerinden tiirerler. Makrofaj terimi soy
ve fonksiyon agisindan farkli olabilen heterojen hiicre gruplarini ifade etmektedir. Monositler
kemik iliginde genelde 24 saatten az siirede kalirlar ve daha sonra kana gecerler. Saglikli
insanlarda monositlerin yar1 6mrii 70 saatten kisadir. Kilcal damarlardan bag dokusuna gegen
monositler makrofajlara doniisiirler (Sekil 2.5) (Tauber, 2003; Yona ve dig., 2013; Arango
Duque ve Descoteaux, 2014; Varol ve dig., 2015).
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Sekil 2.5: Monositlerin fenotipleri farkli makrofajlara dontismesi — makrofaj

polarizasyonu (Arango Duque ve Descoteaux, 2014).

Dogal bagisiklik sisteminin pargasi olan makrofajlar, dnemli efektor hiicrelerdir ve patojenlere
kars1 konak hiicrenin savunmasina dolayli olarak katki saglarlar. Ayni1 zamanda doku onarimi,
adaptif immiin sistemin regiilasyonu, immiin hiicrelerin gé¢ zamaninin kontrolii gibi gérevler
de tstlenirler. Makrofajlar patojenleri veya doku hasarlarini tespit edebilmek icin ¢ok sayida
kalip tanima reseptorleri (Toll-benzeri ve NOD-benzeri reseptorler gibi) salgilarlar (Franken ve
dig., 2016; Fritz ve dig., 2006; Palm ve Medzhitov, 2009; Friedl ve dig., 2002).

Makrofajlar immiin sensor gorevlerini daha iyi sekilde yapabilmek igin, dokuda tehlike
sinyallerini daha etkili sekilde hissedebilecekleri konumda yerlesmislerdir. Makrofajlarin demir
metabolizmasi, hasar gérmiis eritrositlerin fagositozu veya degradasyonu gibi mekanizmalarda
da yer aldig1 bilinmektedir (Gordon ve dig., 1986; Davies ve Jenkins., 2013; Kohyama ve dig.,
2009).

Makrofajlarin M1 ve M2 polarizasyon agamasinda siniflandirilmasinin nedeni, fonksiyonlari
ve hiicresel mekanizmalara etkileriyle iligkilidir. M1 polarizasyon bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara kars1 makrofajlarin yanitini icermektedir ve M1-polarize olmus makrofajlar pro-
enflamatuvar gorevi istlenirler. Bu mekanizmada IL-1p, IL-6; IL-12; TNF-a gibi sitokinler,
CCR7 kemokin reseptorii, CD80 ve CD86 kostimiilator belirtegler, NOS2 ve indolamin-pirrol-
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2,3-dioksijenaz gibi enzimler ile iliskili genlerin anlatiminda artis oldugu (“up-regiile
olduklar1”) kanitlanmistir. Bakteriyel bilesiklerin (lipopeptidler, lipopolisakkaritler, flagellin)
TLR’lere baglanmas1 makrofajlarin M1-polarizasyonunu indiikler. M2-polarize makrofajlarin
ise daha ¢ok doku onarimi ve yara iyilestirme ile iliskili olduklari, IL-4; IL-10; IL-13; TGF-B
gibi anti-enflamatuvar sitokinleri salgiladiklar1 rapor edilmistir. Makrofajlarin immiin yanitla
iliskili hiicresel mekanizmalarda sitokinlerden baska, kemokinler, prostaglandinler ve
l16kotrienler salgilayabildigi de bilinmektedir (Benoit ve dig., 2008; Beutler, 2009; Lu ve dig.,
2008; Hayashi ve dig., 2001, Italiani ve Boraschi, 2014).

M1-polarize makrofajlar yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) ve iNOS iiretir ve salgilayabilir, arjininin NO ve sitruline metabolize edilmesini saglar.
M1-polarize makrofajlardan salgilanan kemokinler dogal dldiiriicii hiicreleri ve Th1 hiicrelerini
devreye sokar. Monositlerin IL-4 ve IL-13 ile tetiklenmesi onlarin M2 fenotipine

polarizasyonunu saglar (Cole ve dig., 1998; Biswas ve Mantovani, 2010).
2.2.2. Sitokinler, Tanim ve Siniflandirilmasi

Sitokinler 5-30 kDa agirliginda peptidler veya glikoproteinler olup isimlerini yunanca “cyto”
(hiicre) ve “kinos” (hareket) sozlerinden almislardir. Bu proteinler, reseptorler {lizerinden
biiylimeyi ve olgunlagsmay1 saglayan ve diger baz1 6nemli hiicresel mekanizmalari diizenleyen
hiicreler tarafindan iretilir. Genellikle makrofajlar tarafindan salgilandigi bilinen sitokinler,
aktiflesmis lenfositler, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar tarafindan da {iretilebilir.

Sitokinlerin genel siniflandirilmasi Tablo 2.5°te verilmistir (Ramani ve dig., 2015).

Aymi zamanda, lemfokinler, kemokinler, monokinler, interlokinler, interferonlar, biiylime
faktorleri, koloni indiikleyici faktorler olarak isimlendirilen sitokinler pikomolar gibi diisiik
konsantrasyonlarda salgilanirlar ve yasam siireleri ¢ok kisadir. Sitokinler reseptorlere
baglanarak hedef hiicrelerde bazi1 genlerin anlatimina neden olur. Cesitli hiicreler iizerinde farkl
etkiler gostererek pleiotropi karakteri sergileyen sitokinler ayn1 zamanda sinerjik etki 6zelligini

de yansitabilirler (Beutler, 1999).



21

Tablo 2.5: Sitokinlerin siniflandirilmasi (Ramani ve dig., 2015).

Yapilarina gore Fonksiyonlarina gore Reseptorlerine gore

Immiinoglobulin siiper ailesi;

4 alfa sarmal yapili (IL-2, IFN,
IL-10 alt aileleri)

Immiin yanit: diizenleyen Tip | Hematopoetik reseptor ailesi (I
immiinomodiilatdr sitokinler smnif);
IL-1 ailesi; (6rnegin: IFN-y, TNF-a)

IFN siiper ailesi (II sinif);
IL-17 ailesi; Antikor tiretimini diizenleyen Tip
Il immiinomodiilator sitokinler (IL-
4,1L-10, IL-13, TGF-B) TNF reseptor ailesi;
Sistein bagl sitokinler (TGF
stiper ailesi)
Kemokin reseptor ailesi

IL-1 ailesi 11 ¢dziiniir molekiil ve 10 reseptérden olugsmaktadir. Sitokinlerin bu ailesi IL-1’in
konsensiis dizisine, sinyal reseptorleri zincirine dayali 3 altgrupta siniflandirilabilir. IL-1 ailesi,
salgilanan agonistik aktiviteli (IL-1a, IL-1p, IL-18, IL-33, IL-36a, IL-36p, IL-36y), reseptor
antagonisti (IL-1Ra, IL-36Ra, IL-38) ve anti-enflamatuvar sitokin (IL-37) molekiillerini igerir
(Dinarello, 2018; Garlanda ve dig., 2013).

2.2.3. NO, iNOS ve Iimmiin Yanitla Iliskisi

Nitrik oksit (NO) damar genisletme, néronal iletisim ve trombosit agregasyonunun inhibisyonu
gibi dnemli mekanizmalarda yer aldig1 gibi, immiin ve enflamasyon yanitlarda da iiretilebilir
ve bu mekanizmadaki fonksiyonu karmasiktir. Dogustan gelen bagisiklikta bulasic
organizmalara kars1 toksik ajan gorevini tistlenen NO, ayni1 zamanda konak immiin hiicrelerinin
fonksiyonlarini veya 6liimiinii indiikleyebilir. Hiicrelerde inhibisyon ve apoptotik etkilerinden
dolay1 anti-enflamatuvar veya immiinbaskilayict aktivite gosteren NO, astim sirasindaki
enflamasyonda yiiksek miktarda iiretilir ve konagin diger dokularina karsi toksik reaksiyonlari

indiikleyerek pro-enflamatuvar aktive de sergileyebilir (Coleman, 2001).

NO c¢ok islevli, kisa omiirlii, 30 Da molekiiler agirliga sahip serbest bir radikaldir. Sinyal
molekiilii olarak nitrik oksit, hormon salgilanmasi, enflamasyon, ndronal iletisim, damar

genislemesi, vaskiiler gecirgenlik, yara iyilesmesi ve baska bir¢ok O6nemli mekanizmayi
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diizenleyebilmektedir. iki atomlu bilesik olan nitrik oksitin in vivo diizeyi nitrik oksit sentaz

(NOS) enzimi tarafindan devamli olarak modiile edilmektedir (Alimoradi ve dig., 2019).

Nitrik oksit (NO) insanlarda endojen olarak NOS enzimi vasitasiyla L-arginin amino asitinden
tiretilir ve bu klasik yolak olarak bilinmektedir. NOS enziminin 3 izoformu mevcuttur ve her
izoformun geni farkli kromozomlarda yerlesmistir: ndronal Nitrik Oksit Sentaz (nNOS —tip 1),
indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS — tip Il), endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS — tip
I11). Tip I ve Tip Il izoformlari, cNOS (konstitiitif form) olarak siniflandirilmistir, devamli
olarak hiicrede mevcutturlar ve kalsiyumun kalmoduline baglanmasi ile aktif hale gelirler.
INOS baz1 hiicrelerde spesifik sitokin kombinasyonlarinin etkisiyle salgilanabilir (Tablo 2.6)
(Wink ve Mitchell, 1998; Weitzberg ve dig., 2010; Moncada ve Higgs, 1993).

Tablo 2.6: Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enziminin {i¢ izoformu, aktivasyonu ve gorev aldiklart 6nemli
mekanizmalar.

izoformlar Ik kesfefllldlgl organ Aktivasyon etkeni Gorev _aldlklal‘l onemli
(doku, hiicre) mekanizmalar

eNOS Damar endoteli Vaskiiler tonun diizenlenmesi

Kalsiyum ve Kalmodulin
. Merkezi ve periferik noronal

nNOS Beyin fizyoloji
Enfeksiyon ve

iNOS Makrofajlar bRl sl GlF Enfeksiyonla miicadele

ajanlar (6rnegin, sitokinler,
LPS)

Makrofajlar veya vaskiiler kas hiicreleri NO iiretimi i¢in sitrulinden arjinin rejenere edebilir.
LPS tiir endotoksinler sitrulin-NO dongiisiinii diizenleyen enzim olan arjino-siiksinat sentataz
enzimini indiikleyebilir. Reaktivitesi yliksek bir serbest radikal olarak degerlendirilen NO,
tiretildikten sonra uzun siire dogal halini koruyamaz, kisa siirede oksitlenebilir (NO+
nitrosonium iyonu), rediikte olabilir (NO- nitroksit iyonu) veya c¢esitli biyomolekiillerle

kompleks olusturabilir (Bogdan, 2001; Yun ve dig., 1997).
2.3. ILAC TASIYICI SISTEMLER

Glniimiizde kullanilan ilaglarin %25°1 dogal kaynaklardan elde edilen molekiillerden

hazirlanmaktadir. Bu iirlinler saglik iizerindeki olumlu etkilerinin yani sira, bazi olumsuz
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ozellikler de sergileyebilirler. Ilag tasinmasinda biiyiik boyutta malzemelerin kullanimi, hedefe
yonelik tasinmay1 engeller; in vivo dayaniksizlik, zayif biyoyararlanim, az ¢6ziinme ve viicutta
diisiik absorbsiyon degerleri gibi olumsuzluklar icerebilir. Bu nedenle giiniimiizde mikro- ve
nano- boyutta yeni ilag tasima sistemlerinin gelistirilmesi dnem arz etmektedir (Martinho ve

dig., 2011; Jahangirian ve dig., 2017).

Mikro ve nano boyutta hazirlanan formiilasyonlar bazi istisnalar diginda, partikiillerin ¢apina
gore isimlendirilmistir. Mikroteknoloji yontemleri ile hazirlanan partikiillerin boyutu 0.1-100
um (10?2 —10° nm), nanoteknolojik yaklasimla olusturulan partikiillerin boyutu ise 1-1000 nm
arasinda degisir (Johannesson ve dig., 2016; Allahverdiyev ve dig., 2011).

Gilintimiizde mikro ve nanopartikiiller klinikte farkli sekillerde uygulama alani bulmaktadir:
agizdan (klinik goriintiileme uygulamalarinda), lokal (peptidlerin ve kiiciik molekiillerin
artirtlmis gesit ve sayida tasinmasinda) veya sistemik-intravenoz (kanser tedavisinde). Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (FDA) bu tastyici sistemlerin tiim uygulama sekillerini
onaylamistir (Cortajarena ve dig., 2014; Hua, 2015; Min ve dig., 2015).

2.3.1. Nano Temelli ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Terapotik ve tan1 amagh kullanilan, nankapsiil ve nanokiireleri igeren nanopartikiiller ailesi
genellikle iki grupta smmiflandirilir: 1. Inorganik (altin, demir oksit, silika vb.); 2. Organik
nanopartikiiller (polimerik nanopartikiiller, lipozomlar vb.). Inorganik nanopartikiiller klinikte
timorlerin termal ablasyonunda, intraoperatif sentinel lenf nodu goriintiilemede; organik
nanopartikiiller ise as1 gelistirmede, uzun Omiirlii depo tasiyici sistemlerde, deriden topik
ajanlarin sistemik taginmasi gibi uygulamalarda kullanilmaktadir (Anselmo ve Mitragorti,

2015; McCarthy ve Weissleder, 2008).

Nanopartikiillerin uzun siire kan dolasiminda kalmasi ve belirli dozlarla kontrollii sekilde ilag
salimini saglamasi en 6nemli avantajlarindandir, dolayisiyla olumsuz plazma dalgalanmalarina
yol agma olasiliklar1 diisliktiir. Ayrica nanopartikiiller, formiilasyondaki ilaglarin
gastrointestinal bolgede korunmasini ve suda ¢dzilinebilen etken maddelerin hedefe giivenli
sekilde taginmasini saglarlar. Nano boyuta sahip olmalar1 nedeniyle nanopartikiiller dokuya
kolayca niifuz ederler ve hiicrelerin ilag molekiillerini i¢ine almasini kolaylastirirlar (De Villiers

ve dig., 2008; Patra ve dig., 2018).
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2.3.2. Farkh Nanopartikiil Modelleri

Nanopartikiiller boyutlarina, yapilarindaki igerige, sekillerine ve fonksiyonlarina gore gesitlilik
gosterebilir. Cesitli biyomedikal uygulamalarda kullanilan nanopartikiil tiirleri Sekil 2.6’da
gosterilmistir (Mc Carthy ve dig., 2015).
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Sekil 2.6: Cesitli biyomedikal uygulamalarda kullanilan nanopartikiil
tiirleri (Mc Carthy ve dig., 2015).

Klinikte biyosensor, biyogoriintileme, hedeflenmis ilag tagima ve hipertermi gibi
uygulamalarda kullanim alani bulan nano boyutlu metal tasiyici sistemlere 6rnek olarak altin,
glimiis, demir, bakir nanopartikiiller gosterilebilir. Genis c¢apta arastirilmis demir oksit
nanopartikiilleri genellikle manyetit (FesOs) ve maghemitten (yFe2Oz) olusmaktadir ve
sliperparamanyetik 6zellikleri ile 6nem arz etmektedirler (Mc Namara ve Tofail, 2015; Wang
ve Wang, 2014).

Kuantum noktalar1 (“QD-Quantum Dots”) boyutlar1 2-10 nm arasinda degisen semikondiiktor
nanokristallerdir ve absorbans, fotoliiminesans gibi optik karakterlere sahiptirler. Infrared
Olgegine yakin (< 650 nm) emisyon Ozelliklerine sahip bu nanopartikiiller biyomedikal

goriintiilemede kullanim alan1 bulmaktadir (Volkov, 2015).

Polimerik nanopartikiiller kiigiik boyutlari, ila¢g molekiillerinin kontrollii salimi, dis etkenlerden
korunmasi ve diger oOzelliklerinden dolayr giinlimiizde arastirmacilarin yogun ilgisini

cekmektedir. Bu tiir nanopartikiillerin igerdigi nanokiirelerde ila¢g molekiilii siirekli polimer
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aginin igerisinde tutulabilir veya {lizerine adsorbe edilebilir. Diger bir alt grup olan
nanokapsiillerde ise etkin madde yapidaki yagh ¢ekirdekte ¢oziinmiis sekilde bulunur ve
kenarlardan polimer iskelesi ile ortiiliir. Polimer iskele ¢ekirdek kisimdaki etkin molekiiliin
kontrollii salimimni saglar (Sekil 2.7) (Owens ve Peppas, 2006; Soppimath ve dig., 2001;
Zielinska ve dig., 2020).

Polimerik Nanopartikiil

R

v/;x. Polimerik Matriks-*~ \ "
> Dabili:=
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Nanokapsiil Membran Gekirdek Nanokiire

Sekil 2.7: Ilag molekiilleri ile yiiklenmis nanokapsiillerin ve
nanokiirelerin sematik yapisi (Zielinska ve dig., 2020).

Lipozomlar ilk nanopartikiil platformu olarak bilinmektedir ve 1960 yilinda Alec Bangham
tarafindan hiicre membran1 modellerinde kesfedilmistir. Lipozom nanopartikiiller 4 grupta
incelenir: 1. Geleneksel tip lipozomlar; 2. Polietilenglikollenmis (PEGylated) lipozomlar; 3.
Ligand hedefli lipozomlar; 4. Teranostik lipozomlar. Biyolojik olarak uyumlu ve pargalanabilir
olduklar1 kanitlanmis bu nanopartikiiller, boyutlar1 50-450 nm arasinda degisebilen, fosfolipit
ve steroidlerden olusan sferik sekilli vezikiillerdir. Lipozomlarin terapdtik bilesikleri stabil hale
getirdikleri, biyolojik dagilimlarini iyilestirdikleri, hem hidrofilik, hem de hidrofobik ilaclarla
birlikte kullanilabildikleri rapor edilmistir (Bozzuto ve Molinari, 2015; Bangham, 1993;
Sercombe ve dig., 2015).

Dogal biyopolimerler olarak isimlendirilen protein ve polisakkarit nanopartikiiller bitkiler,
hayvanlar, mikroorganizmalar gibi dogal kaynaklardan elde edilir. Protein temelli

nanopartikiillerin en 6nemli avantajlart metabolize edilebilmeleri, ayristirilabilir olmalari,
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spesifik ilaglara ve hedeflenen ligandlara kolayca baglanabilmeleridir. Polisakkarit
nanopartikiiller ise yiiksek sicaklikta bozulmalari nedeniyle nanoteknolojik uygulamalarda

sorun olusturabilmektedir (Pertici, 2017; Poole-Warren ve Patton, 2016).

Amfifilik blok kopolimerlerinden olusan polimerik misellerin boyutlar: 100 nm’den kiigiiktiir
ve sulu soliisyonda ¢ekirdek dis kaplama iskelesini olusturmaktadir. Bu nanopartikiillerin
Ozelligi, hidrofobik yapilarinda hidrofobik molekiillerin kapsiillenebilmesi, hidrofilik
yapilarinin da tiim sistemin suda kolay ¢6ziinebilmesini saglamasidir (Miyata ve dig., 2011; Xu

ve dig., 2013).

Diger bir nanopartikiil tiirii olan dendrimerler monodispers, 3-boyutlu ve yiiksek catalli
yapilardir. Kiiresel sekilli olmalari nedeniyle dendrimerlerin yiizeyleri etkin fonksiyon yetenegi
tasimaktadir. Bu tiir nanopartikiiller fonksiyonlarina gore glikodendrimerler, peptid, kiral, sivi
kristallin, ¢cekirdek yapili ve diger olmak iizere farkli gruplarda siniflandirilabilir (Noriega-Luna
ve dig., 2014).

2.3.3. Polimerik Nanoformiilasyonlarin Hazirlanmasinda Kullanilan Yéntemler

Polimerik nanopartikiillerin tiretimi i¢in, kapstillenecek etkin ila¢ molekiiliiniin karakterine ve
uygulanma sekillerine bagli olarak c¢esitli teknikler kullanilabilir. Bu yontemler genellikle iki
smifta ele almr: 1. Onceden olusturulmus polimerlerin dagilimi (dispersiyonu); 2.
Monomerlerin polimerizasyonu. Cok sayida nanopartikiill hazirlama tekniklerinin ilk
asamasinda polimerler organik ¢oziiciilerde ¢oziindiiriiliir. Bu solventler bazen toksisite ve
cevre acisindan risk olusturabilir ve son iirlinden uzaklastirilmalar1 gerekebilir. Polimerik
nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan bazi yontemler Tablo 2.7’de verilmistir (Amgoth

ve dig., 2019; Jawahar ve Meyyanathan, 2012; Reis ve dig., 2006).

Tablo 2.7: Polimerik nanokapsiillerin ve nanokiirelerin tiretiminde kullanilan bazi yontemler.

Polimerik Nanopartikiiller Uretim Yontemleri

Coziicii Buharlastirma
Nanokiireler Emiilsiyon / Coziicii Diflizyon
Nanogdktiirme
Emiilsiyon / Ters Tuzla Coktiirme

Nanokapsiiller Nanog¢oktiirme
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Polimerik nanoformiilasyonlarin iretimi i¢in kullanilan polimerler 3 alt kategoride
tanimlanabilir: 1. Dogal polimerler (Selliiloz, Kitosan, Kitin, Jelatin, Kollajen, Albumin,
Nisasta vb.); 2. Yari-sentetik polimerler (PCL, PLA, PLGA vb.); 3. Sentetik polimerler (PEG,
PGA vb.).

2.3.4. Polikaprolakton

Polikaprolakton (PCL, “poly-ge-caprolactone”) biyolojik olarak pargalanabilir bir poliesterdir.
PCL’nin agik zincir polimerizasyonu ilk kez 1930 yilinda basarilmis olup bu polimerizasyon
59-64°C erime noktasina sahip yari kristal, hidrofobik bir polimer olusturmaktadir.
Homopolimerlerden farkli olarak kopolimerlerin emilim siiresi daha azdir. Etilenoksit,
polivinilkloriir, polietilen glikol, polistiren, diglikolid, dilaktid gibi monomerler kullanilarak
PCL’nin daha verimli kopolimerleri olusturulabilir. Ornegin Poli- e-kaprolaktonun DL-laktid
kopolimeri esnektir ve bozulma siiresi polikaprolaktondan ¢ok daha yiiksektir. PCL alkolde,
dietil eterde ¢oziinmez, asetonda az ¢oziiniir, diklorometan, kloroform, benzen, toluen gibi

coziiciilerde ise oda sicakliginda ¢oziiniir (Sinha ve dig., 2004).
2.3.5. Kapsiillenmis Propolis ve Kuersetin Formiilasyonlarmin Etkinligi

Brezilya’dan toplanmis propolis PCL polimeri ile mikro boyutta (5-10 um boyutda)
kapsiillenmis ve elde edilen mikropartikiillerin Streptococcus mutans (GS5)’e karsi
antibakteriyal etkinlikleri 6l¢tilmiistiir. Elde edilen sonuglar mikropartikiillerin kapsiillenmemis
propolisten 10 kat daha diisiik konsantrasyonda ayni etkiyi gosterebildigini ortaya koymustur
(Duran ve dig., 2007). Barbosa ve dig. (2019) Brezilya menseli propolisi glimiis
nanopartikiillerle kapsiillemis ve elde edilen formiilasyonlarin etkin anti-mikrobiyal

aktivitelerini kanitlamislardir.

Eskandarinia ve dig. (2020) polikaprolakton/jelatin (PCL/Gel) kompleksini yap1 iskelesi olarak
kullanarak, poliliretan ve propolisin etanolik ekstresinden iki katmanli nanofiberler
sentezlemisler ve bu formiilasyonlar1 yara iyilestirmede kullanilmak {izere potansiyel

antibakteriyal iiriin olarak 6nermislerdir.

Kirmiz1 propolisin hidroetanolik ekstresi PLGA polimeri ile nano boyutta kapsiillenmis ve bu
formiilasyonun Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa biyofilmlerinin olusmasini

inhibe eden anti-mikrobiyal aktivitesi rapor edilmistir (De Melo Silva ve dig., 2020).
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Zhang ve dig. (2019) kiire sekilli zein/kazeinat/alginat sistemi ile kapsiillenmis propolis
nanoformiilasyonlarinin  biyoerisilebilirliginin ~ (genis pH  degerlerine ve tuzlu
konsantrasyonlara tolerans) serbest propolise nazaran %80 daha fazla oldugunu

kanitlamiglardir.

Yapilan bagka bir arastirmada, Misir kaynakli propolis o6rnekleri, kati dispersiyon
formiilasyonunda, PLGA, PF-108 nanopartikiilleri ile sistemli sekilde kapsiillenmis ve bu ilag
tastyici formiilasyonun HepG2 ve HCT-116 kanser hiicrelerinde serbest propolisten 3 kat daha
fazla sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bundan baska propolis-nanopartikiil
formiilasyonlarinin HepG2 hiicre hattinda apoptozu 6nemli derecede indiikledigi ve kanser

hiicrelerinin sayisin1 GO/G1, S ve G2/M fazlarinda azalttig1 belirlenmistir (Elbaz ve dig., 2016).

Silika ile kapsiillenmis kuersetin nanopartikiiliiniin anti-enflamatuvar ve anti-oksidan
ozelliklerini korudugu, makrofajlarda IL-1pB, IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin diizeyini biiyiik
Olciide diislirdiigti tespit edilmistir (Lee ve dig., 2016a). Altin ve glimiis nanopartikiillerle
kapsiillenmis kuersetinin kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gdsterdigi belirlenmistir (Lee

ve Park, 2020).

Tzankova ve dig., (2017) kitosan/alginat nanopartikiilleri ile kapsiillenmis kuersetinin oksidatif

stres kaynakli karaciger hasarina karsi koruyucu etki gosterdigini rapor etmislerdir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. PROPOLIS

Bu tez calismasinda kullanilan propolis 6rnegi, Aralik, 2019 tarihinde Kirklareli/K1yikdy
beldesindeki yerel bir ariliktan temin edildi. Bal aris1 (Apis mellifera L.) kovanlarina
yerlestirilen propolis tuzaklart kovanlardan alinarak birime ulastirildi ve sertlesmis ham
propolis (Sekil 3. 1) tuzaklardan ¢ikartilarak deneylerde kullanilmak {izere -20°C’de muhafaza
edildi.
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Sekil 3.1: Propolis tuzaklarindan (A) ¢ikartilan ham propolis 6rnegi (B).

3.2. KIMYASALLAR, TAMPONLAR, SOLUSYONLAR

Deneylerde kullanilan baslica kimyasallar Tablo 3.1°de, tamponlar ve soliisyonlar ise Tablo

3.2’°de verildi.
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Tablo 3.1: Caligmada kullanilan baslica kimyasallar.

Kuersetin; > %95 saflikta Santa Kruz; 25 g
Lipopolisakkarit; E.coli (serotip O111:B4) Sigma Aldrich; 1 mg
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) Sigma Aldrich; 100 mg
Polikaprolakton (PCL); Mw ~14.000 Sigma Aldrich; 250 g
Polivinil Alkol (PVA); % 87-90 Hidrolize Edilmis Sigma Aldrich; 250 g
RPMI 1640 besiyeri; Glutamin igerir Biosera; 500 mL

Fetal Bovin Serum (FBS): Standard Forte, South America, Fetal
bovine serum with Additive FortiFier

Absolii Etanol (> %99.9 saflastirilmis) IsoLab, 2.5 |

Pan-Biotech; 100 mL

Tablo 3.2: Calismada kullanilan baglica tamponlar ve soliisyonlar.

Tampon/Soliisyonr Hazirlanisi Deneylerde Kullanim Amaci

NaCl (8 g), KH2PO4 (0.2 g),
NaHPO..2H,0 (1.8 g) ve KCI (2

PBS tamponu (pH 7.4.) g). 900 mL distile suda
¢0Oziindiiriildi ve son hacim 1 L’ye
tamamland1

Toz seklinde temin edilen bazi
tirlinlerin seyreltilmesi.

Tripan mavisi (Merck) (10 g) suda
Tripan mavisi (%10) ¢ozlindiiriilerek son hacmi 100
mL’ye tamamland1

Hiicre sayimi - hiicrelerin canlilik
tayini

Thiazolyl Blue Tetrazolium
MTT soliisyonu Bromide tuzu (10 mg) 1 mL Sitotoksisite analizleri
PBS’de ¢oziindiriildii

%90 fetal sigir serum (FBS) ve
Kriyoprotektan soliisyonu %10 dimetil siilfoksit (DMSO)
igerecek sekilde hazirlandi

J774 fare makrofaj hiicrelerinin
kriyoprezervasyonu

Siilfanilamid (1 g) ve etilendiamin
dihidrokloriir (0.1 g) bir miktar

Griess soliisyonu distile suda ¢oziindiiriildi; 2.5 mL ~ NO analizi
fosforik asit eklendi ve son hacim
100 mL’ye tamamland1

3.3. PROPOLISIN ETANOLIK EKSTRESININ HAZIRLANMASI

Dondurulmus ham propolis 6rneginden 50 g tartildi ve 1:4 6rnek agirligi/coziicii hacmi orani
saglanarak beherde 200 mL %70 etanol ile karistirildi. Karigimin 1siktan etkilenmemesi i¢in
beherin etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak kapatildi ve karisim 60°C’de 1.5 saat karigtirildi.
Bu asamada, beherdeki soliisyonun ug¢mamasi i¢in beherin agz1 kapatildi. Etrafi 151k

gecirmeyecek sekilde kapatilmis beher oda sicakliginda 72 saat bekletildi. Ug giin oda
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sicakliginda bekletilen propolis/etanol karisimi sonraki islemlerden 6nce 1.5 saat manyetik
karistiricida karistirildi. Vakumlu filtre sisteminden 3 kere gecirilen sivi faz her asamada 50
mL’lik deney tiiplerine aktarilarak 5000 rpm’de 7 dakika santrifiijlenerek balmumu
cokeltilerden ayristirildi (Sekil 3.2) (Kubiliene ve dig., 2015).

Sekil 3.2: Propolis etanol ekstresinden balmumu ¢okeltisinin santrifiijleme ile
uzaklastirilmasi: A-Sivi fazin seffaflasmasi; B-balmumu igeren ¢gokelti;
C-Son santrifiij asamasinda balmumu ¢okeltisinin azalmasi.

Vakumlu filtre sisteminin kullanildigi her asamada, filtrat kullanilmadan once ve sonra
tartilarak tizerindeki ¢okeltinin miktari not edildi. Siv1 faz etrafi kapatilmis beherlere aktarildi,
beherin agz1 delinmis parafilm ile kapatildi ve vakumlu etiivde (40°C) alkoliin buharlagsmas1
icin bekletildi. Vakumlu etiivden alinan ve distile su ile sulandirilan propolis ekstresi
liyofilizasyon iglemleri i¢in 15 mL’ik deney tiiplerinde -40°C’de donduruldu. Liyofilizatorde

kurutulan 6rnekler -40°C’de muhafaza edildi.
3.4. PROPOLIS VE KUERSETIN NANOPARTIKULLERININ HAZIRLANMASI

Propolis ve kuersetin nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in ikili emiilsiyon (y/s/y) ¢oziicii
buharlastirma yontemi kullanildi (Reis ve dig., 2006). Bunun ig¢in, ilk agsamada her iki tiriin i¢in
ayr1 olarak nanotastyici sistemlerin liretiminde kullanilacak sollisyonlar (organik ve sulu fazlar)

hazirlandi (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3: Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar — organik ve sulu fazlar.

Soliisyon Hazirlanmasi

3 mg polikaprolakton tartildi ve son hacim 100 mL olacak sekilde diklorometanda
%3 PCL

¢Oziindiirildi

1 mg polivinil alkol tartildi ve son hacim 100 mL olacak sekilde distile suda
%1 PVA

¢Ozlinduriildii; ¢6ziinme 600 rpm’de karistirma ile hizlandirildi

3.4.1. Propolis ve Kuersetin Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Etanolde hazirlanmis propolis ekstresi ve ticari olarak temin edilmis kuersetin flavonoidinin
uygun ¢oziiciilerde (Propolis igin Alkol; Kuersetin igin DMSO) 2 mg/mL konsantrasyonda
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanacak her iki nanopartikiil i¢in: Etkin madde ¢ozeltisi manyetik
karistirict iizerinde (Heidolph MR3000) organik fazla (diklorometan igerisinde ¢oziinen PCL
polimeri) karistirildi. Iki dakika buzda sonikasyon isleminden sonra her iki karisim ayri
beherlerde PVA (%1) stabilizatorii igeren sulu fazlara enjektorle damlatilarak kapsiilleme
islemi gerceklestirildi. Kapsiilleme sonras1 manyetik karistiricida 4 saat siireyle organik fazin

ucmasi saglandi.

Bu agsamadan sonra santrifiij kullanarak 3 basamakta yikama islemi gergeklestirildi. Yikama
asamalarinda biriken siipernatantlar 50 mL’lik deney tiiplerine aktarildi ve toplam
siipernatantlar enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi i¢in +4°C’de tutuldu. Pelletde yer alan

nanopartikiillerin ZetaSizer ile boyutlar1 ve zeta potansiyelleri 6l¢tildii.

Nanopartikiiller karakterizasyon Ol¢iimlerinden (SEM, XRD, FTIR, UV-VIS) ve hiicre
uygulamalarindan 6nce kurutuldu. PCL ile kapsiillenmis propolis ve kuersetin
nanopartikiillerinin (sirasiyla Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL) kurutulmasi i¢in liyofilizasyon
1slemi gerceklestirildi. ZetaSizer ile 6l¢iimler sonrasinda nanopartikiiller -40°C’de donduruldu.

Ardindan 48 saat -60°C’de yiiksek basing altinda (vakumlu alanda) kurumaya birakildi.
3.5. HAZIRLANAN NANOPARTIKULLERIN KARAKTERIZASYONU

Uretilen propolis ve kuersetin nanopartikiillerinin karakterizasyonunu icin SEM, FTIR,

ZetaSizer, XRD, UV-VIS analizleri gerceklestirildi.
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3.5.1. ZetaSizer Analizi

Partikiil boyutu ve partikiillerin dagilimi hanoformiilasyonlarin in vivo toksisitesini, hedefleme,
ilag¢ salimi, ylikleme kapasitelerini ve kararliligini belirledigi icin 6nemli 6zellikler olarak kabiil
edilir (Mohanraj ve dig., 2006). Propolis ve kuersetin yiikli PCL nanopartikiillerinin
hidrodinamik boyutlari, zeta potansiyelleri ve PDI degerlerinin dl¢iilmesi i¢in, kapsiillemenin
yikama asamasi sonrasinda pelletdeki siispanse nanopartikiillerden 5 pL alinarak santrifiij
tiipiine aktarild1 ve son hacim distile su ile 1000 pL’ye tamamlandi (seyreltme). Tiipten 800 puL
nanopartikiil soliisyonu alinarak Kuvars (Quartz) spektrofotometre kiivetine aktarildi. Analizler
Zeta Sizer cihazinda (Zetasizer Nano ZS, Malvern, UK) 4.0 mV He-Ne lazer (633 nm)
kullanilarak 3 tekrarl sekilde gerceklestirildi.

3.5.2. FTIR Analizi

Kapsiillemenin olusumu ve ila¢g molekiillerinin polikaprolakton polimeri ile etkilesiminin
belirlenmesi i¢in nanoformiilasyonlar Fourier doniistimli kiziltesi spektroskopi (FTIR)
cihazinda (Shimadzu, Japan) elmas kristal - Zayiflatilmis Toplam Yansima (“Attenuated Total
Reflectance-ATR”) modiilii kullanilarak incelendi. Bunun igin, tek basina propolis, kuersetin,
polikaprolakton (kontrol 6rnekler) ve etkin maddelerin polikaprolakton ile kapsiillenmis
nanoformlarinm FT-IR spektrumlar1 4000-600 cm™ araliginda ve 4 cm™ ayirma ile 100 tarama
yapilarak belirlendi. Sonuglar kizilotesi dalga boyunda gegirgenlik yiizdesi olarak
degerlendirildi.

3.5.3. SEM Analizi

Polikaprolakton ile kapsiillenmis propolis ve kuersetin nanopartikiillerin yiizey morfolojisi ve
boyutlar1 taramali elektron mikroskobu (Zeiss EVO® LS 10) ile incelendi. Cok az miktarda
propolis ve kuersetin nanopartikiilleri ¢ift tarafli karbon bant {izerine alind1 ve vakum altinda
altin ile kaplandi. Daha sonra 7 kV’de farkli biiylitme denemeleri ile mikroskobik analizler

gerceklestirildi ve fotomikrografikler elde edildi.

3.5.4. XRD Analizi

Hazirlanan propolis ve kuersetin yiiklii PCL nanopartikiillerinin kristalin yapisini ortaya

cikarmak icin X-151m1 difraktometresi (PANalytical X Pert PRO) ile Bakir (Cu) anod kaynagi
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kullanilarak, dakikada 4°olacak sekilde, 20-80 6 (Theta) arasinda, 25°C, 40 mA, 45 kV’de

tarama yapildi.
3.5.5. Reaksiyon Veriminin Belirlenmesi

Liyofilizasyon sonrasi kurutulmus nanopartikiillerin reaksiyon verimini tespit etmek i¢in, mg
olarak tartilan nanopartikiil miktarinin, baslangicta kapsiilleme i¢in mg olarak kullanilan etken
maddenin (Propolis, Kuersetin) ve polimerin (PCL) toplam miktarina orani Denklem 3.1°de

verilen formil ile belirlendi:

Elde edilen nanopartikiil miktar1 (mg)
Reaksiyon Verimi (%) = x 100 3.1
Baslangigta kullanilan toplam madde miktar1 (mg)

3.5.6. Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Hazirlanan nanopartikiillerin igerisine yliklenmis propolis ve kuersetinin miktarlarini
belirlemek i¢in, yikama basamaklarindan sonra elde edilen toplam siipernatantlardan 1 mL
almarak 20 dakika, 12000 rpm’de santrifiij edildi. Bundan sonra siipernatantlarin UV-VIS
spektrofotometrede (Jasco V-530) propolis i¢in 315 nm, kuersetin i¢inse 385 nm dalga
boyundaki absorbanslar1 6l¢iildii. Kalibrasyon egrileri kullanilarak nanopartikiile yiiklenmis
kuersetin ve propolis etken maddelerinin miktarlar1 hesaplandi1 ve enkapsiilasyon etkinligi (%

cinsinden) belirlendi (Denklem 3.2).

Nanopartikiile yiiklenen etkin madde miktar1 (mg)
Enkapsiilasyon Etkinligi (%) = x100  (3.2)
Baslangicta kullanilan etkin madde miktar: (mg)

3.5.7. Etken Madde (ila¢) Yiikleme Kapasitesi

Nanokapsiillemede yiikleme kapasitesi etken maddenin polimerde c¢oziiniirligi ile
baglantilidir. Coziiniirliik ise dogrudan polimerin yapisi, molekiil agirhigi, ilag-polimer
etkilesimi ve son fonksiyonel gruplarin (ester veya karboksil) varlig ile iliskilidir (Chawla ve

Amiji, 2002). Etken ylikleme kapasitesi agagidaki formiil yardimiyla, nanopartikiile mg olarak
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ylklenebilen etken madde miktarinin, elde edilen nanopartikiiliin mg olarak toplam miktarina

orani hesaplanarak belirlendi (Denklem 3.3).

Etken Yiikleme Nanopartikiile yiiklenen etkin madde miktar1 (mg)

Kapasitesi (%) ~— x 100 3.3)

Elde edilen nanopartikiil miktar1 (mg)

3.5.8. Nanopartikiillerin In Vitro Etken Madde (flag) Salim1 Analizi

Hazirlanan propolis-PCL ve kuersetin-PCL nanopartikiillerinden etken madde (ilag) saliminin
incelenmesi i¢in, nanopartikiillerin PBS icerisinde 5 mg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri
hazirlandi. Daha sonra hazirlanan ¢ozeltiler 37°C ¢alkalamali inkiibatérde, 130 rpm’de 1 hafta
ile 10 giin arasinda inkiibe edildi ve belirli zaman araliklarinda ¢ozeltilerden 1’er mL alinarak
10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Ardindan siipernatantlarin uygun dalga boylarindaki
(propolis i¢in 315 nm; kuersetin i¢in 385 nm) absorbanslart UV-Vis spektrofotometresinde
Olciildii. Propolis ve kuersetin ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 bu maddeler i¢in dnceden
olusturulmus standart kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplandi. Ila¢ salim miktar1 zamana

gore ylizde olarak grafige yansitildi.
3.6. CALISMADA KULLANILAN HUCRE HATTI

Deneylerde Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii “Hiicre Kiiltiirii ve Doku
Miihendisligi” laboratuvart kriyobankinda bulunan ve disi bir BALB/c fare tiimdriinden elde

edilmis J774 makrofaj hiicreleri kullanildi.
3.6.1. Makrofaj Hiicrelerinin Kiiltiirlenmesi

Makrofaj hiicrelerinin kiiltiirlenmesinde ve uygulamalarda kullanilmak iizere 6nce %10 sigir
serumu (FBS) iceren RPMI 1640 besiyeri hazirlandi. Bunun i¢in 6nce 50 mL’lik deney tiipiine
45 mL %] antibiyotik (penisilin 100 U/mL; streptomisin 100 pg/mL) i¢eren “RPMI 1640 with
stable Glutamine” (BioSera) besiyeri alindi ve son hacim “Standard Forte, South America, Fetal

Bovine Serum with Additive FortiFier” (Pan-Biotech) ile 50 mL’ye tamamlandi.

S1v1 azot tankindan ¢ikarilan J774 hiicreleri 37°C su banyosunda (GFL, Kerman) calkalandi.
Coziilen hiicreler steril kabinde (Laminar flow -Thermo Scientific Hera safe, Faster BHEN
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2006) 15 mL’lik deney tiipiine alinarak {izerine 5 mL %10 FBS’li RPMI 1640 besiyeri eklendi
ve 1000 rpm’e ayarlanmis santrifiijde (Eppendorf, Thermo Micromax RF) 5 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi siipernatant steril pastor pipeti ile deney tiipiinden uzaklastirildi
ve hiicre pelletinin tlizerine 1 mL %10 FBS’li RPMI 1640 besiyeri eklendi. Ardindan hiicre
sayimi yapilarak makrofaj hiicrelerinin 25 cm?’lik T-25 flasklarina 5 mL besiyeri icerisinde
ekimi gergeklestirildi ve hiicre kabi karbondioksitli etiive (New Brunswick Scientific CO-150
37°C) yerlestirildi. Her 24 saat sonunda hiicrelerin morfolojisi ve proliferasyonu invert
mikroskop (Olympus CKX41) kullanilarak incelendi. Kiiltiiriin baslatilmasindan 7 giin sonra
makrofaj hiicrelerinin flask yiizeyine tutundugu ve ¢ogaldigi gézlemlendi. Konfluent hiicreler

ekimin 1., 2. ve 3. giinlinde invert mikroskopta (Olympus CKX41) goriintiilendi.
3.6.2. Hiicre Sayimi

Kiiltirleme islemlerinde santrifiij sonrasinda elde edilen pelletdeki hiicre siispansiyonunun
tizeri once %10 FBS ve %] antibiyotik iceren RPMI-1640 (BioSera) besiyeri ile 1 mL’ye
tamamlandi. Daha sonra mikrotiipe 48 pL besiyeri ve 50 uL tripan mavisi soliisyonu eklendi.
Ardindan bu tiipe, dnceden hazirlanmis olan 1 mL’lik hiicre siispansiyonundan 2 pL alinarak
eklendi ve pipetaj yapildi. Son olarak Thoma laminin (Menzel Superior) kenar1 boyunca her iki
taraftan tripan mavisi ile boyanan hiicre siispansiyonu yiiklendi, mikroskopta incelendi ve tiglii
cizgilerle ayrilmis 16 karedeki hiicrelerin sayimi yapildi. Hiicre sayis1 Denklem 3.4 yardimiyla

hesaplandi.

Hiicre sayisi (1 mL) = Ortalama canli hiicre sayis1 X Sulandirma katsay1st X

Thoma lami1 Sabiti (10.000) (3.4)

Ortalama hiicre sayisi: Thoma lamimin her iki tarafinda bulunan 16 karedeki canl

hiicrelerin aritmetik ortalamasi

Sulandirma katsayisi: Santrifiij sonras1 olugan pelletten alinan hiicrelerin sayimi igin

yapilmis sulandirma katsayisi
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3.6.3. J774 Makrofaj Hiicrelerinin Pasajlanmasi

J774 Makrofaj hiicrelerinin ekildigi T25 flasklarda olan hiicreler yiizey alanini1 %90 oraninda
kapladiktan sonra karbondioksitli etiivden (New Brunswick Scientific, CO-150 37°C) alind1 ve
yar1 siispanse olan fare makrofaj hiicrelerinin pasaji icin el ile hafif sekilde flasklarin kenarina
vuruldu ve steril pastor pipeti kullanilarak flaskin i¢ yiizeyi ¢ok hafif pipetaj yapilarak hiicre
siispansiyonu ile yikandi. Daha sonra steril pipet ile 15 mL’lik deney tiliplerine alinan hiicre
stispansiyonu 1000 rpm’de 5 dakika santriftijlendi. Hiicre sayimi1 gergeklestirildikten sonra yeni
T25 / T75 flasklara veya diger hiicre uygulama analizlerinin baglatilmasi i¢in mikroplakalara

ekim yapildi.

3.6.4. Fare Makrofaj Hiicrelerinin Kriyoprezervasyonu

J774 fare makrofaj hiicrelerinin kriyoprezervasyonu i¢in pasaj islemi yapildiktan sonra
hiicrelerin sayim1 gergeklestirildi. Tablo 3.2°de gosterildigi gibi % 20 FBS ve DMSO’dan
olusan kriyoprotektan hazirlandi. Kriyotiipe (1 mL) eklenen 10° makrofaj hiicresi iizerine 50:50
oraninda kriyoprotektan damlatildi. Daha sonra yavas dondurma islemi baslatildi.
Kriyoprotektan soliisyonundaki makrofaj hiicreleri ilk asamada 1 saat +4°C; ikinci agamada 2
saat -20°C; {lgiincii asamada ise bir gece -40°C’de tutularak -196°C sivi azot tankina

yerlestirildi.

3.7. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Propolis (etalonik ekstre), ticari Kuersetin ve bu maddelerle hazirlanmis PCL
nanopartikiillerinin (Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL) makrofaj hiicrelerinin canliligi ve
immiin yanit lizerine etkilerinin belirlenmesi igin, farkli deney gruplar1 olusturularak bu
maddelerin belirli konsantrasyonlar1 96’11 hiicre kiiltiir kaplarindaki J774 makrofaj hiicrelerine

uygulandi (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4: Cesitli analizler i¢in olusturulan farkli deney gruplari.

Uygulanan etken Uygulamalar
. ddel Uygulamalardaki
Analiz madaeler, Kontrol gruplar sonrasi

tekrar sayisi

nanopartikiiller ve inkiibasyon

konsantrasyonlari siiresi

Propolis, Kuersetin,

Propolis-PCL, Kuersetin- 24, 48, 72 ve 96
MTT PCL; saat sonra

analizleri Birinci kontrol Olgtimler alind1
5, 25, 50, 80, 100 pg/mL.  (Kontrol): Sadece
konsantrasyonlar makrofaj hiicreleri
igerir.
Propolis, Kuersetin,
Propolis-PCL, Kuersetin-
) Ikinci kontrol (LPS): 48 saat sonra
NO tayini PCL; 5
y sadece LPS ile Slgtimler alind1
5, 25,50, 100 pg/mL indiiklenmis makrofaj
konsantrasyonlar hiicreleri igerir. Etken
maddeler ve
Propolis, Kuersetin, nanopartikiiller
Propolis-PCL, Kuersetin- uygulanmamustir.
PCL: 48 saat sonra
ELISA ' 3

Ol¢iimler alind1
25,50, 100 pg/mL

konsantrasyonlar

3.8. PROPOLISIN, KUERSETININ VE  NANOPARTIKULLERININ
SITOTOKSISITE ANALIZLERI

Hiicrelere uygulanacak maddelerin J774 makrofaj hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi
Mosmann (1983) tarafindan 6nerilen MTT kolorimetrik yontemiyle belirlendi. MTT yontemi
canli hiicrelerin MTT reaktifini (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5- difenil tetrazolium bromiir)
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi ile suda ¢éziinemeyen formazan kristallerine
doniistiirmesi ve daha sonra bu kristallerin DMSO ile ¢oziindiiriilerek spektrofotometrede

Olclimiinii igerir.
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Once Tablo 3.2°de gosterildigi sekilde MTT’nin (Sigma Aldrich) PBS’de 10 mg/mL
konsantrasyonda soliisyonu hazirlandi. Ardindan hazirlanan soliisyon 0.22 pum’lik filtreden

gecirildi.

Hiicrelerin pasaj ve sayim islemlerinden sonra 96’lik hiicre kiiltiir kaplarinin her kuyucuguna
100 uL hacimde 10 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekim sonrasi kiiltiir kaplar1 24 saat
37°C’de, karbondioksitli etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda makrofaj hiicre kiiltiirii
tizerindeki besiyeri uzaklastirildi, Propolis, Kuersetin ve bu maddelerle hazirlanmis PCL

nanopartikiilleri (Propolis-PCL; Kuersetin-PCL) hiicrelere uygulandi.

Hiicrelere uygulanan Propolis ve Kuersetinin stok soliisyonlar1 dimetil siilfoksit i¢inde
¢ozdiirtilerek hazirlandi. Nanopartikiillerin (Propolis-PCL, Kuersetin-PCL) stok soliisyonlari
steril PBS ile hazirlandi. Sitotoksisite analizleri i¢in Propolis, Kuersetin ve nanopartikiillerinin
5, 25, 50, 80, 100 pg/mL konsantrasyonlari hiicreler tizerinde denendi. Uygulamalardan 6nce
ikinci kontrol kuyucuklari (sadece LPS uygulanmis hiicreler) ve 6rnek kuyucuklar: ticari olarak
temin edilmis, 1 pg/mL konsantrasyonda E.coli LPS ile en az 6 saat indiiklendi (Manjeet ve
Ghosh, 1999). Uygulamalarda kuyucuklardaki DMSO’nun son konsantrasyonu %11 gegmedi.
Hiicre kiiltiirti kaplar1 24, 48, 72 ve 96 saat siireyle etiivde tekrar inkiibe edildi.

Etlivden alinan 96’11 hiicre kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 10 pL MTT soliisyonu eklendi
ve 3 saat 37°C’lik karbondioksitli etiivde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda invert
mikroskopta (Olympus CKX41) formazan kristalleri gézlendi. Kristallerin ¢éziinmesi i¢in her
bir kuyucuga 100 pL steril dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi ve ¢6zeltinin homojen hale
gelmesi igin kiiltiir kab1 oda sicakliginda ¢alkaland1 (160 devir/dakika, Heidolph Unimax 1010).
Hiicre kiiltiir kab1 30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Mikroplaka okuyucuda (EON, BioTek
Instruments Inc.) 560 nm dalga boyundaki absorbans 6l¢iimleri alind1 ve elde edilen absorbans
degerleri kontrole gore karsilastirilarak asagidaki formiil yardimiyla hiicrelerin canliligi %

cinsinden belirlendi (Denklem 3.5).

Deney grubuna ait absorbans
% Canlihk = x 100 (3.5)
Kontrole ait absorbans
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3.9. PROPOLIS, KUERSETIN VE NANOPARTIKULLERININ iIMMUN YANIT
UZERINDEKI ETKILERININ INCELENMESI

Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL’nin immiin yanit iizerine etkisinin (NO
salimi, anti-enflamatuvar ve pro-enflamatuvar sitokinlerin protein diizeyleri) arastirilmasi igin,
deney planina uygun sekilde (Tablo 3.4) 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda J774 makrofaj
hiicrelerinin ekimi ve etiivde (37°C) 24 saat inkiibasyonu yapildi. Daha sonra E.coli LPS ile
uyarilmig makrofaj hiicrelerine onceden belirlenen toksik olmayan konsantrasyonlarda
maddeler uygulandi. 37°C’de, karbondioksitli etiivde 48 saat tekrar inkiibasyon sonrasinda

kuyucuklardaki siipernatantlar toplandi ve dl¢timler alindi.
3.9.1. Griess Reaktifi ile NO Tayini

Griess reaksiyonu 1879 yilinda ilk kez Johann Peter Griess tarafindan nitrit (NO2 ) diizeylerinin
belirlenmesi i¢in dnerilmistir. Griess metodu, asidik (fosforik asit) kosullar altinda, primer bir
aromatik amin olan siilfanilamidin diazotizasyonu ve N-(1-naftil)etilendiamin hidrokloriir

(NED) ile mor renkli bir azo iiriinii olusturmasina dayanir (Tsikas, 2007).

NO miktariin tayini i¢in 6nce Tablo 3.2°de gosterildigi sekilde Griess soliisyonu hazirlandi.
96’11k mikroplakalarda Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL’nin uygulanmis
oldugu kuyucuklardan besiyeri toplandi. Ardindan yeni bir hiicre kiiltiirii kabinda her kuyucuga
deney grubu ve konsantrasyonlarina uygun sekilde 50 puL test maddesi eklendi. Daha sonra
kuyucuklardaki besiyerlerinin tizerine 50 pL Griess soliisyonu eklendi ve mikroplaka 10 dakika
karanlik ortamda bekletildi. Son olarak 540 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (EON,
BioTek Instruments Inc.) absorbans degerleri 6l¢iildii. Nitrit konsantrasyonlarinin belirlenmesi

i¢in standart nitrit kalibrasyon egrisinden yararlanildi.
3.9.2. immiin Yamtla liskili Sitokinlerin Protein Diizeylerinin Olciilmesi.

Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL’nin immiin yanitla iligkili pro-
enflamatuvar ve anti-enflamatuvar sitokinlerin diizeyine etkisi enzim bagli immiinosorbent testi
(ELISA) ile incelendi. ELISA kitleri (Bioassay Technology Laboratory, China) ticari olarak
temin edildi. Bu kitler serum, plazma, doku ve diger biyolojik sivilardaki fare IL-1p; IL-4 ve
IFN-y sitokinlerinin in vitro kantitatif 6lgtimii (diizeylerinin belirlenmesi) i¢in uygundur.

Kitlerin igerigindeki mikroplakalarin (strip) kuyucuklari fare IL-4, IFN-y ve IL-1p sitokinlerine
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Ozgii antikorlarla 6nceden kaplanmistir. Mikroplaklara eklenen orneklerin igerdigi sitokinler,
kuyucuklardaki sitokin antikoruna baglanir. Ardindan eklenen fare sitokinlerine 6zgii biyotinile
tespit antikoru drneklerdeki uygun sitokine baglanir. Sonraki basamakta eklenen HRP konjiige
Streptavidin, biyotinile sitokin antikoruna baglanir. Inkiibasyon sonrasi baglanmayan
Streptavidin-HRP’nin uzaklastirilmasi igin yikama islemi gergeklestirilir. Substrat soliisyonu
eklenir ve sitokin miktarina bagli renk degisimi gozlemlenir. Son olarak asidik durdurma

soliisyonu eklenerek 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri ol¢iiliir.

Kor ornek (standart soliisyonu ve standart seyreltici) i¢in okunan absorbans degerleri uygun

fare sitokini konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Bu analizler iiretici firmanin her kite 6zgii Onerdigi protokollere gore asagidaki islem

basmaklariyla gerceklestirildi:

* Once hiicre kiiltiir kaplarindan uygulamalar sonras toplanan besiyerleri 20 dakika (2-8°C)
1000xg’de santrifiijlendi, besiyerinde olan hiicre veya uygulanan maddeler ¢oktiiriildii. Seffaf
besiyeri toplanda.

* Orjinal standart ELISA kitinin 6nerdigi sekilde seyreltilerek her sitokine 6zgii 5 farkl
konsantrasyonda standartlar elde edildi. Kor 6rnek (“blank™) - standart seyrelticidir. Standart

konsantrasyonlar1 agagidaki gibidir:

IL-4 i¢in: 50, 100, 200, 400, 800 ng/L;

IFN-y icin: 40, 80, 160, 320, 640 ng/L;

IL-1B i¢in: 150, 300, 600, 1200, 2400 ng/L.

» Kitteki 20 mL Yikama Tamponu distile su ile 500 mL’ye tamamlandi (25x seyreltme).
» Standart kuyucuklarina 50 pL 6nceden seyreltilmis standartlar eklendi.

* Ornek kuyucuklarma 40 pL 6rneklerden eklendi.

* Ornek kuyucuklarma 10 puL uygun sitokin antikoru eklendi.
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« Ornek kuyucuklarina ve standart kuyucuklarina 50 pL streptavidin-HRP eklendi (sifir standart
kuyucugu harig).

» Mikroplaka yapigkan ortiicii (“sealer”) ile kapatildi ve 60 dakika etiivde (37°C) inkiibasyona
birakildu.

e Etiivden alinan mikroplakadan yapiskan ortiicii kaldirildi ve kuyucuklar 5 kere Yikama
Tamponu (25x) ile yikandi.

* Yikama agsamasinin ardindan her kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu A ve sonra 50 pL
substrat B soliisyonu eklendi, mikroplaka tekrar yeni yapiskan ortiicii ile kapatilarak 10 dakika
etiivde (37°C) inkiibasyona birakildi.

* Son olarak her kuyucuga 50 pL asidik durdurma soliisyonu (“Stop Solution”) eklendi ve mavi
rengin aninda sar1 renge doniisiimii gézlemlendi. Bekleme siiresi 10 dakikay1 asmamak sartryla
450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (ThermoScientific Multiscan) absorbans

Ol¢timleri alindi.

Orneklerdeki sitokin diizeylerinin belirlenmesi igin iiretici firmanin kitlere 6zgii dnerdigi
protokollere gore standart egri grafigi hazirlandi. Bunun igin, her sitokin i¢in ayr1 olmak {izere,
seyreltilen standartlarin konsantrasyonlar1 Y eksenine, 450 nm dalga boyunda standartlara 6zgii
absorbans degerleri ise X eksenine koyuldu ve Standart Egri Grafigi olusturuldu. Bu egrilerdeki
denklemlerden yararlanarak orneklerdeki IL-4, IFN-y ve IL-1B sitokinlerinin miktarlar pg

sitokin/mL cinsinden ifade edildi.

3.10. iISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Bu tez c¢alismasinda gerceklestirilen sitotoksisite (MTT yontemi) ve immiin yanitla iliskili
analizlere (Griess ve ELISA yontemleri) ait tiim sayisal bulgular istatistiksel olarak
degerlendirildi. Aritmetik ortalamalar ve standart sapma GraphPad Prism® 7.00 programi
kullanilarak hesaplandi. Gruplar arasindaki farklarin anlamli olup olmadigini belirlemek igin
tek-yonliic ANOVA (tek yonlii varyans analizi) ve onu takiben tist test olarak Dunnett’s testi
kullanildi. Analizlerde anlamlilik sinir1 P<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. PROPOLISIN ETANOLIK EKSTRESI

Deneylerde ham propolisin %70 etanol ile hazirlanan ekstresi kullanildi (Sekil 4.1).
Ekstraksiyon sonunda 50 g ham propolisten 4 g propolis etanolik ekstresi elde edildi. Bu
ekstrenin suda, PBS’de ve besiyerinde (RPMI 1640) yeterince ¢oziinmedigi, DMSO ve

etanolde ise kolayca ¢oziinebildigi gdzlendi.

Propolis (Etanolik Ekstre)

Sekil 4.1: Deneylerde kullanilan Propolis 6rneginin (propolis etanolik ekstresinin) genel gériiniimii.

4.2. NANOPARTIKULLERIN KARAKTERIZASYONU
4.2.1. Nanopartikiillerin Boyutlar:

Dinamik 151k sagilimi ile 4.0 mV He-Ne lazer (633 nm) kosullarinda Zetasizer cihazinda (Nano

ZS, Malvern, UK) nanoformiilasyonlar i¢in yapilan 3 okuma (“record 1, 2, 3”) sonucunda
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Propolis-PCL nanopartikiilii igin 280 nm, 281 nm, 286 nm (Seckil 4.2); Kuersetin-PCL
nanopartikiilii i¢in ise 177 nm, 180 nm, 187 nm (Sekil 4.3) degerleri elde edildi.
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~
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0.1 1 10 100 1000 10000

Boyut (nm)

Sekil 4.2: Propolis-PCL nanopartikiiliiniin yogunluk yiizdesine gore boyut dagilimi.

Yogunluk (Yiizde)

0.1 1 10 100 1000 10000

Boyut (nm)

Sekil 4.3: Kuersetin-PCL nanopartikiiliiniin yogunluk yiizdesine gére boyut dagilimi.
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4.2.2. Nanopartikiillerin Zeta Potansiyelleri

Zetasizer cihazinda (Nano ZS, Malvern, UK) lazer doppler mikro elektroforezi ile
nanoformiilasyonlar i¢in 3 bagimsiz tekrarla (“replica”) yapilan 3 ayr1 okumada (“record 1, 2,
3”7, swrasiyla kirmizi, mavi ve yesil) Zeta Potansiyelleri ortalama olarak Propolis-PCL
nanopartikiilii i¢in -15.4 mV (Sekil 4.4); Kuersetin-PCL nanopartikiilii i¢in ise -18.9 mV (Sekil
4.5) olarak ol¢iildii.

Propolis-PCL Nanopartikiilii

Toplam Sayim

-100 0 100 200
Zeta Potansiyel (mV)

Sekil 4.4: Propolis-PCL nanopartikiiliiniin Zeta potansiyel degerleri.

Kuersetin-PCL nanopartikiilii

250000-........-.----...-..: ................... : ------------------- .—-.-.-......-.-.-...‘
200000.....................E ................. ' ................... :.....:
£ : : : :
> 150000 T = s v e m e Cre e B BRI I I R R R R A Ry
(-1 . . . .
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= 100000
% 1
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Zeta Potansiyeli (mV)

Sekil 4.5: Kuersetin-PCL nanopartikiiliiniin Zeta potansiyel degerleri.
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4.2.3. Nanopartikiillerin Coklu Dagilim Endeksi (PDI) Degerleri

ZetaSizer cihazinda 3 bagimsiz tekrarla yapilan 3 ayr1 okumada, Propolis ve Kuersetin yiiklii
PCL nanoformiilasyonlarinin PDI degerlerinin 0.1’den kiiglik oldugu belirlendi (Tablo 4.1).
Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL’nin boyut analizlerinde zamana gore korelasyon katsayisi

degisimleri, sirasiyla Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verildi.

Tablo 4.1: Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL nanopartikiillerinin ¢oklu dagilim endeksi (PDI)

degerleri.
Nanoformiilasyon PDI degerleri
1. Okuma: 0.090
Propolis-PCL
2. Okuma: 0.084
3. Okuma: 0.086
1. Okuma: 0.073
Kuersetin-PCL 2. Okuma: 0.049
3. Okuma: 0.088
1‘0_>................:................'.................:
R p—, ¥ — ——— :
2 ; ; ;
> .
; 0'6_ ................. : ............... l ................. l
Z I : : :
= : . 3
? [0 B Sl R A R :
(o) 5 : 5
2]
= A
2 0.2F- - e, e B e :
=) ’ ; : :
"
0.0 st '
0.1 100 100000 100000000

Zaman (ps)

Sekil 4.6: Propolis-PCL nanopartikiiliiniin boyut analizlerinde
zamana gore korelasyon katsayisi degisimi.
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o

o

Korelasyon katsayisi

0.1 100 100000 100000000
Zaman (ps)

Sekil 4.7: Kuersetin-PCL nanopartikiiliiniin boyut analizlerinde
zamana gore korelasyon katsayisi degisimi.

4.2.4. FTIR Analizi Sonuclari

Propolisin FT-IR spektrumu Sekil 4.8°de verildi. Bu spektrumda 2950 cm™ ve 2850 cm™°de
gozlenen piklerin (doymus hidrokarbonun CH3 gruplari ile iligkili) uzun zincirli alkil bilesikleri
sayesinde olustugu diisiiniilmektedir. 1100-1600 cm™ arasi pikler propolisin icerdigi lipidleri
ve flavonoidleri ifade etmektedir (Rassu ve dig., 2015). 1045 cm™ civarinda ¢ikan pikler
propolis ekstresindeki alkollerin, karboksilik asitlerin, esterlerin ve eterlerin varhigini

gostermektedir (Sherif ve dig., 2018).
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Propolis

Propolis-PCL NP

N

PCL

'

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.8: Propolis (etanolik ekstresi), bos polikaprolakton (PCL) nanopartikiilii ve Propolis-
PCL nanopartikiiliiniin FTIR spektrumlari.

Kuersetin i¢in temel karakteristik pikler 1100-1600 cm™ araliginda ve 1200-1400 cm
araligindaki (-OH) fenolik bandi, hem kuersetin flavonoidine, hem de Kuersetin-PCL
nanopartikiiliine ait spektrumlarda gozlendi (Kumari ve dig., 2010). PCL’nin C=0 grubu ile
iliskili sert pikler 1700 cm™ dalga boyunda tespit edildi. Kuersetin flavonoidine 6zgiin
dalgalanmalarin Kuersetin-PCL nanopartikiillerinde de gézlemlenmesi, bu flavonoidin PCL ile

kapsiillendiginin dolayli gostergesidir (Sekil 4.9).
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Kuersetin

Kuersetin-PCL NP

_\/\f- o
PCL
W

%

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.9: Kuersetin flavonoidi, bos polikaprolakton (PCL)
nanopartikiili ve Kuersetin-PCL nanopartikiilinin FTIR
spektrumlari.

4.2.5. Nanopartikiillerin Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Gériintiileri

Propolis-PCL nanoformiilasyonlarinin  2500X ve 10.000X biiyiitme ile alinmis SEM
goriintiilerine dayanarak yapilan morfolojik incelemeler ve boyut analizleri, diizgiin ylizeyli
kiiresel bi¢cime ve ortalama 280-350 nm partikiil boyutuna sahip olduklarini ortaya koydu (Sekil
4.10). Incelenen alanlarda daha biiyiik (mikro boyutta) partikiillerin yan1 sira, daha ¢ok nano
boyuttaki partikiillerin bulundugu saptandi.
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350 nm

EHT = 700kV WD = 85 mm Signal A = SE1 Mag =  E— EHT = 7.00kV  WD= 7.5mm Signal A = SE1 Mag= 10.00 KX

Sekil 4.10: Propolis-PCL nanopartikiillerinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
gorintiileri (A-2500X; B-10.000X)

Kuersetin-PCL nanoformiilasyonlarmnm 75.000X ve 20.000X biiyiitme ile alinmig SEM
goriintiileri (Sekil 4.11), boyutlarinin ortalama 200-260 nm oldugunu ve ¢ok daha siki sekilde

kiimelenmis kiiresel yapilar olusturduklarini ortaya koydu.

N
= 9.5mm Signal A = SE Mag = 75.00 K | 7.00kV  WD= 9.0 mm Signal A = SE1

Sekil 4.11: Kuersetin-PCL nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskobu (SEM)
gortintiileri (A-75.000X; B-20.000X).
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4.2.6. XRD analizi sonuclar:

XRD analizi ile, etken maddelerin yiiklenmedigi bos PCL nanopartikiilleri i¢in 26 = 21.5° ve
23.8° Bragg acilarinda iki sert kirinim piki (dalga ytlikselmesi) tespit edildi (Sekil 4.12). Bu
degerler polietilen benzeri kristal yapiy1 (amorf) yansitmaktadir (Borjigin ve dig., 2013).
Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL nanoformiilasyonlarinin X-1s1m1 difraksiyon grafiklerinde PCL
icin karakteristik iki sert kirinim piki ayn1 konumda (21°-24° Bragg acilar1) gozlendi. Ayrica,
Propolis-PCL nanopartikiilleri igin 20 = 22° Bragg agisinda yeni bir kirinim piki tespit edildi
(Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).

12000 - Bos PCL
] nanopartikiilii

10000 -

EE 8000:

E

z

& 6000 -

T 4000-

U

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Konum °2 0 (Bakir-(Cu)

Sekil 4.12: Bos (ilag yiiklenmeyen) PCL nanopartikiillerinin XRD spektrumu.
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Sekil 4.13: Propolis-PCL nanopartikiillerinin XRD spektrumu.

Kuersetin-PCL
8000 - nanopartikiilii
6000 -
4000 -
2000 -
0- "

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Konum °2 0 (Bakir-(Cu)

Sekil 4.14: Kuersetin-PCL nanopartikiillerinin XRD spektrumu.

90



53

4.2.7. Nanokapsiillemede Reaksiyon Verimi, Enkapsiilasyon Etkinligi ve Etken

Yiikleme Kapasitesi

Nanopartikiillerin enkapsiilasyonunda elde edilen reaksiyon verimleri, enkapsiilasyon
etkinlikleri ve etken yilikleme kapasiteleri Tablo 4.2°’de wverildi. Kuersetin-PCL
nanopartikiiliiniin reaksiyon verimi yiizdesi harig, diger tiim degerler propolis ve kuersetinin
PCL ile kapsiillendiginin iyi birer gostergesidir. Propolis-PCL nanopartikiilii i¢in % 83
enkapsiilasyon etkinligi propolisin PCL polimerine biiyiikk oranda yiiklendigine isaret

etmektedir.

Tablo 4.2: Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL nanopartikiillerinin Etken Yiikleme Kapasiteleri,
Reaksiyon Verimleri ve Enkapsiilasyon Etkinligi.

. Etken Yiikleme . . . Enkapsiilasyon
Nanoformiilasyon Kapasiteleri Reaksiyon Verimleri Etkinligi
Propolis-PCL %75 %63 %83
Kuersetin-PCL %68 %51 %76

4.2.8. Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL Nanopartikiillerinin In Vitro Etken Madde
(flag) Sahm

In vitro ilag salimi deneylerinin ilk adiminda nanopartikiillerden salinan serbest propolisi ve
kuersetini dl¢limlemek icin kalibrasyon egrileri hazirlandi. Ardindan nanopartikiillerin etken
madde (ilag) salim1 Propolis —PCL i¢in 240 saat, Kuersetin-PCL i¢in 300 saat siireyle izlendi

ve sonuglar asagida ayr1 bagliklar halinde verildi.
4.2.8.1. Propolisin Kalibrasyon Egrisi

Bes farkli konsantrasyonda (10, 20, 40, 80 ve 160 pg/mL) hazirlanmig Propolis 6rneginin
(etanolik ekstre) konsantrasyon degerleri absise, bu ¢6zeltilerin 315 nm dalga boyundaki

absorbanslar1 ordinata yerlestirilerek ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 4.15’teki gibidir.



Absorbans degerleri (315nm)

54

03

y=0,0012x+0,049
R? =0,9996

=}
N

o
N

0,15

o
-

0,05

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Konsantrasyonlar (ug/mL)

Sekil 4.15: Propolis (etanolik ekstre) igin hazirlanmis kalibrasyon egrisi.

4.2.8.2. Kuersetinin Kalibrasyon Egrisi

Bes farkli konsantrasyonda (10, 20, 40, 80 ve 160 pg/mL) hazirlanmis kuersetin ¢ozeltilerinin

385 nm dalga

boyundaki absorbans degerlerinden yararlanarak hazirlanan kalibrasyon egrisi

Sekil 4.16’daki gibidir.

Absorbans degerleri (385 nm)

0,3

y = 0,0016x +0,0008
R*=0,9991

0,25
0,2
0,15

0,1

0,05 /

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Konsantrasyonlar (ug/mL)

Sekil 4.16: Kuersetin igin hazirlanmis kalibrasyon egrisi.
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4.2.8.3. Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL ’den Propolis ve Kuersetin Salimi

Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL nanopartikiillerinin PBS medyumuna sirasiyla 240 saat ve 300
saat siireyle ila¢ salimi grafikleri Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de verildi. Buna gore,
nanopartikiilerin zamanla diizenli bir sekilde artan ilag salim1 yaptiklari anlasildi. Propolis-PCL
nanopartikiilleri ilk 2 saat ¢ok az salim yaparken, Kuersetin-PCL nanopartikiilleri bu salim
diizeyine ancak 4 saat sonra ulasti. Propolis-PCL nanopartikiilii 72 saat ve Kuersetin-PCL

nanopartikiilii ise 96 saat sonra % 60 iizerinde ilag¢ salim1 gergeklestirdi.

Propolis-PCL NP

80

=]

iLAC SALIM YUZDESI (%)

(X}
(=}

=

b

6 -1 24 48 72 96 150 240
ZAMAN (SAAT)

Sekil 4.17: Propolis-PCL nanopartikiillerinin zamana bagl etken madde (ilag) salim grafigi.

Kuersetin-PCL
70
60
50
40
30

20

ILAC SALIM YUZDESI (%)

2 4 6 8 24 48 72 96 150 240 300
ZAMAN (SAAT)

Sekil 4.18: Kuersetin-PCL nanopartikiillerinin zamana bagl etken madde (ilag) salim grafigi.
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4.3. J774 FARE MAKROFAJ HUCRELERININ COGALMA DURUMLARI

Uygun besi ortaminda ¢ogaltilan J774 fare makrofaj hiicrelerinin ¢ogalma durumlart 3 giin

stireyle mikroskopta izlendi ve fotografland1 (Sekil 4.19).

Sekil 4.19: Kiiltiirlenen J774 fare makrofaj hiicrelerinin invert mikroskoptaki (Olympus CKX41)
gorintiileri (A, B, C, swrasiyla 1., 2. ve 3. giinlerde konfluent hiicrelerdeki artig1 gostermektedir).

43. ETKEN MADDELERIN MAKROFAJ HUCRELERININ CANLILIGI
UZERINE ETKILERI

4.3.1. Sitotoksisite Analizleri

Bu tez calismasinda etken maddelerin (Propolis, Kuersetin ve bunlarin PCL ile enkapsiile
edilmis nanopartikiilleri- Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL) LPS ile indiiklenmis J774 makrofaj
hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in MTT analizleri 9 tekrarli olarak
gerceklestirildi. Calisma boyunca birinci kontrol grubu olarak herhangi bir etken madde ve LPS
uygulanmamis hiicreler (Kontrol) ve ikinci kontrol grubu olarak da sadece LPS uygulanmis
hiicreler (LPS) kullanildi. Kontrol hiicrelerin canliligi %100 olarak kabul edildi. Deney gruplari
icindeki tekrarlar arasindaki tutarlilik tek yonliit ANOVA testi ile belirlendi ve iist test olarak

Dunnett’s testi kullanildi.

Makrofaj hiicrelerinin indiiklenmesi igin deneylerde kullanilan E.coli lipopolisakkaridinin

farkli konsantrasyonlariin hiicre canlilig1 {izerindeki etkileri Sekil 4.20°de verildi. Kontrol ve
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farkli LPS konsantrasyonlarinin uygulandigi hiicrelerin % canlilik oranlar1 arasinda anlamli bir
fark olmadig: belirlendi.

1 Kontrol B 250 ng/mL I 800 ng/mL

1 100 ng/mL HM 500 ng/mL HE 1 pg/mL
150+
ns

= 1004 —= —==
=
1]
o
2 50

0

LPS

Sekil 4.20: E.coli LPS’nin J774 makrofaj hiicrelerinin canliligi iizerine etkisi

(dikey cubuklar standart sapmayi1 gosterir; ns= “not significant”,
anlaml degildir).

Etken maddelerin ¢oziinmesi i¢in kullanilan DMSO’nun farkli konsantrasyonlarinin makrofaj
hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkileri Sekil 4.21°de verildi. Kontrol grubu ve farkli DMSO

konsantrasyonlarinin uygulandig: hiicrelerin % canlilik oranlar1 arasinda anlamli bir fark
olmadig1 saptandi.

1 Kontrol B %0.1 B %0.5
1 %0.05 Bl %0.3 B %1
150+ ns
—

X 1004 1= -]
E
1]
(&)
X 50

0

DMSO

Sekil 4.21: Dimetil siilfoksitin J774 makrofaj hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi

(dikey cubuklar standart sapmayi1 gosterir; ns= “not significant”,
anlaml1 degildir).
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J774 makrofaj hiicrelerine uygulanan etken maddelerin, uygulamadan 24 saat sonra hiicre
canlilig1 lizerindeki etkileri Sekil 4.22°de verildi. Kontrol ve LPS gruplarindaki hiicrelerin %
canlilik oranlar1 arasinda 24. saatte anlaml1 bir fark olmadig1 belirlendi. Propolisin 25 ve 50
pg/mL konsantrasyonlarinin canlilifi LPS grubuna gore anlamli derecede artirdigi saptandi.
Propolis-PCL’nin biitiin dozlari hiicreler tizerinde LPS grubuna gore istatistiksel agidan anlamli
derecede sitotoksik etki gosterdi. Kuersetinin 80 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinin makrofaj
hiicrelerinin canliligini anlamli derecede artirdig1 gozlendi. Kuersetin-PCL nanopartikiiliiniin

80 ve 100 pg/mL konsantrasyonlari, LPS grubuna gore hiicre canliligini anlamli derecede

diistirdi.
3 Kontrol 3 5pg/mL  HE 50 pg/mL BN 100 pg/mlL
B LPS B 25 pug/mL Bl 80 ug/mL
1501
ns ns i ns
< 100] £ £, £
E &
&)
X 504
0 — | |

Propolis Propolis-PCL Kuersetin Kuersetin-PCL

Sekil 4.22: Etken maddelerin (Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL) uygulamadan
sonra 24. saatte, LPS ile indiiklenmis J774 makrofaj hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi
("P<0.05, "*P<0.01, "“P<0.001, LPS grubuna gore kiyaslama yapilds; dikey ¢ubuklar standart
sapmay1 gosterir; ns= “not significant”, anlaml degildir).

J774 makrofaj hiicrelerine uygulanan etken maddelerin, uygulamadan 48 saat sonra hiicre
canliligr lizerindeki etkileri Sekil 4.23’de verildi. Kontrol ve LPS gruplarindaki hiicrelerin %
canlilik oranlar1 arasinda 48. saatte anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Propolisin 80 ve 100
pg/mL konsantrasyonlarinin, ayrica Propolis-PCL, Kuersetin ve Kuersetin-PCL nin biitiin
konsantrasyonlarinin hiicre canliligin1 LPS grubuna gore istatistiksel agidan anlamli derecede

diistirdiigii tespit edildi. Hiicre canliligindaki diisiis son ii¢ grupta daha fazlaydi.



59

1 Kontrol [ 5pg/mL M 50 pg/mL
B LPS Bl 25 pg/mL B 80 pg/mL

El 100 pg/mL
150 -

1004

% Canlilik

50+

0 - L L
Propolis Propolis-PCL Kuersetin Kuersetin-PCL

Sekil 4.23: Etken maddelerin (Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL) uygulamadan
sonra 48. saatte, LPS ile indiiklenmis J774 makrofaj hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi
("P<0.05, *P<0.01, "“P<0.001, LPS grupuna gore kiyaslama yapild; dikey ¢ubuklar standart
sapmay1 gosterir; ns= “not significant”, anlaml degildir).

J774 makrofaj hiicrelerine uygulanan etken maddelerin, uygulamadan 72 saat sonra hiicre
canlilig: iizerindeki etkileri Sekil 4.24°de verildi. Kontrol ve LPS gruplarindaki hiicrelerin %
canlilik oranlar1 arasinda 72. saatte anlamli bir fark olmadig: belirlendi. Propolis, Kuersetin ve
nanopartikiillerin (Propolis-PCL, Kuersetin-PCL) biitiin konsantrasyonlarinin hiicre canliligini

LPS grubuna gore istatistiksel agidan anlamli derecede diisiirdiigii saptandi.
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1 Kontrol O 5pg/mL WA 50 pg/mL

B 100 pg/mL
BN LPS BN 25ug/mL B 80 pg/mL M9
150-
ns ns ns ns
< 100
=
4]
Q
2 501
0

Propolis Propolis-PCL Kuersetin Kuersetin-PCL

Sekil 4.24: Etken maddelerin (Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL) uygulamadan
sonra 72. saatte, LPS ile indiiklenmis J774 makrofaj hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi
("P<0.01, ""P<0.001, LPS grupuna gore kiyaslama yapildi; dikey gubuklar standart sapmayi
gosterir; ns= “not significant”, anlamli degildir).

J774 makrofaj hiicrelerine uygulanan etken maddelerin, uygulamadan 96 saat sonra hiicre
canlilig: tizerindeki etkileri Sekil 4.25’te verildi. Kontrol ve LPS gruplarindaki hiicrelerin %
canlilik oranlar1 arasinda 96. saatte anlamli bir fark olmadig: belirlendi. Propolisin 25 pug/mL
konsantrasyonu hiicre canliligini anlamli derecede artirirken, >50 pg/mL konsantrasyonlar1 tam
tersi bir etki gosterdi. Kuersetinin 80 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlari canli hiicre
yiizdesini diigiirtirken, 5, 25, 80 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinin hiicre canlilig1 iizerinde
etkili olmadig:1 belirlendi. Propolis-PCL’nin >50 pg/mL konsantrasyonlart ve Kuersetin-
PCL’nin tiim konsantrasyonlari, hiicre canliligin1 anlamli derecede diisiirdii. ICso degerleri

Propolis-PCL i¢in 36.44+1.53 ng/mL, Kuersetin-PCL igin 26.3£2.76 pg/mL olarak hesaplandi.
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] Kontrol 0 5pg/mL  EE 50 pug/mL

Bl 100 pg/mL
B LPS Bl 25pg/mL EE 80 ug/mL
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Sekil 4.25: Etken maddelerin (Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL) uygulamadan
sonra 96. saatte, LPS ile indiiklenmis J774 makrofaj hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi

("P<0.01, "™"P<0.001, LPS grupuna gore kiyaslama yapilds; dikey gubuklar standart sapmay1
gosterir; ns = “not significant”, anlaml degildir).

45. PROPOLIS, KUERSETIN, PROPOLIS-PCL VE KUERSETIN-PCL

UYGULANMIS LPS-INDUKLU J774 MAKROFAJ HUCRELERINDEN NO
SALIMI

Hiicre kiiltiirti uygulamalarindan sonra mikroplakalarin kuyucuklarinda besiyerinde biriken NO
miktar1 Griess reaktifi kullanilarak analiz edildi. Sekil 4.26°da gosterilen kalibrasyon egrisi

kullanilarak 540 nm dalga boyundaki optik dansite degerlerine gore NO miktar1 pM cinsinden
belirlendi.

06

y =0,0095x +0,0255
05
R? = 0,9995

Optik dansite (540 nm})

(o} 10 20 30 40 50 60
uM (NO)

Sekil 4.26: Standart nitrit kalibrasyon egrisi.
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Sadece besiyeri eklenen kontrol kuyucuklarda ¢ok az miktarda NO salinirken, 1 pg/mL E.coli
LPS ile indiiklenmis kuyucuklarda NO iiretimi biiyilk 6l¢tide artti. Uygulanan Propolis,
Kuersetin ve nanoformiilasyonlar (Propolis-PCL, Kuersetin-PCL) LPS ile indiiklenmis NO
tiretimini indirgedi (Sekil 4.27). Kuersetin hari¢ tiim Orneklerde 25; 50; 75 pg/mL

konsantrasyonlardaki uygulamalarin NO salimu {izerinde daha etkili oldugu belirlendi.

] Kontrol 3 5 ug/mL B 25 pg/mL
Bl LPS Bl 50 pg/mL  EE 100 pg/mL

Sekil 4.27: Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL’nin LPS ile indiiklenmis makrofaj
hiicrelerinde NO salimi {izerine etkileri (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, LPS grupuna gore
kiyaslama yapildi; ¥P<0.05, #4P<0.01, gruplararasi kiyaslama yapilds; dikey ¢ubuklar standart
sapmay1 gosterir).

4.6. PROPOLIS, KUERSETIN, PROPOLIiS-PCL VE KUERSETIN-PCL
UYGULANMIS LPS-INDUKLU J774 MAKROFAJ HUCRELERINDE IL-4, IFN-
GAMA VE IL-1BETA DUZEYLERI

4.6.1. ELISA Standart Egrileri

Hiicre uygulamalar1 sonrasinda, mikroplakalarin kuyucuklarindan toplanmis makrofaj
hiicrelerinin siipernatantlarina salgilanmis IL-4, IFN-y ve IL-1B sitokinlerinin protein

diizeylerini belirlemek icin, dnce ticari kit protokoliine gore standart egriler hazirlandi. Sonuglar
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ng/mL olarak degerlendirildi. Hazirlanan standart egriler Sekil 4.28, Sekil 4.29 ve Sekil 4.30°da

verildi.
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Sekil 4.28: IL-4 sitokininin ELISA ile analizi i¢in hazirlanan standart egri.
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Sekil 4.29: IFN-y sitokininin ELISA ile analizi igin hazirlanan standart egri.
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y=0,3467x-0,4058 A
16 R*=0,9858 /7"

Optik Dansite (450 nm)
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Standart Konsantrasyonlan {ng/L)

Sekil 4.30: IL-1 sitokininin ELISA ile analizi i¢in hazirlanan standart egri.

4.6.2. ELISA Sonuclar

Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL’nin 100 pg/mL konsantrasyonda 48 saat
stireyle uygulandigi LPS ile uyarilmis J774 makrofaj hiicrelerinde IL-4 anti-enflamatuvar
sitokininin diizeyinin artirdigi tespit edildi (Sekil 4.31). Sadece LPS uygulanmis kuyucuklardan
toplanan hiicre siipernatantlarinda, IL-4 sitokin diizeyi, kontrol kuyucuklara goére az miktarda

artist olsa da, bu farkin istatistiksel acidan anlamli olmadig1 saptandi.

1 Kontrol [ 50 pg/mL
B LPS B 25 ug/mL

Bl 100 pg/mL

Propolis Propolis-PCL Kuersetin Kuersetin-PCL

Sekil 4.31: Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL uygulamalarinin LPS ile uyarilmig
makrofaj hiicrelerinde IL-4 diizeylerine etkisi (“P<0.01, ““P<0.001, gruplararasi kiyaslama
yapildi; dikey ¢ubuklar standart sapmay1 gosterir; ns= “not significant”, anlamh degildir).
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LPS’nin makrofaj hiicrelerinde IFN-y iiretimini de 6nemli derecede indiikledigi gozlendi (Sekil
4.32). Propolis, Kuersetin ve Kuersetin-PCL’nin biitiin konsantrasyonlarinin IFN-y diizeyini
etkilemedigi, buna karsin Propolis-PCL nanopartikiiliiniin 50 pg/mL konsantrasyonun IFN-y
iretimini biiyiik oranda (yaklasik 2 kat) artirdig1 gézlendi (Sekil 4.32).

1 Kontrol HE 50 pg/mL

B 100 pg/mL
BN LPS B 25 pugimlL HI
2.0
= 1
1.5-
|
‘a} 1 0' Jekck
c
0.54
0.0-

Propolis Propolis-PCL Kuersetin Kuersetin-PCL

Sekil 4.32: Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL uygulamalarinin LPS ile uyarilmig
makrofaj hiicrelerinde IFN-y diizeylerine etkisi (***P<0.001, gruplararasi kiyaslama yapildi;
dikey ¢ubuklar standart sapmay1 gosterir).

LPS’nin makrofaj hiicrelerinde IL-1p sitokini tiretimini 6nemli derecede indiikledigi gbzlendi
(Sekil 4.33). LPS grupuna kiyasla sadece 100 pg/mL konsantrasyonda uygulanan Propolisin bu
sitokinin diizeyini diisiirdligli, diger tim Orneklerin IL-1p diizeyi ilizerinde anlamli bir

degisiklige yol agmadigi belirlendi (Sekil 4.33).



66

1 Kontrol B 50 ug/mL B 100 ug/mL
Bl LPS Bl 25 ug/mL

3_

2- \
=!
o
c

1+

Propolis

Propolis-PCL Kuersetin Kuersetin-PCL

Sekil 4.33: Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL uygulamalarinin LPS ile uyarilmis

makrofaj hiicrelerinde IL-1f diizeylerine etkisi (*P<0.05, ***P<0.001, gruplararasi
kiyaslama yapildi; dikey ¢ubuklar standart sapmay1 gosterir).
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda ar1 tiriinleri geleneksel ve ¢agdas tipta genis kullanim alan1 bulmaktadir. Propolis
gibi saglik tizerine yararli etkileri olan ar1 irtinleri fonksiyonel gida olarak da nitelendirilebilir.
Zengin igerigi ile, dzellikle yapisindaki biyoaktif fenolik bilesikler sayesinde anti-bakteriyel,
anti-enflamatuvar, anti-kanser, anti-oksidan gibi bircok 6zellige sahip propolis dnemli bir ticari

ar1 lirtiniidiir (Pasupuleti ve dig., 2017).

Propolisten farkli yontemlerle degisik biyoaktif bilesikler iceren ¢esitli ekstreler hazirlanabilir
ve sagliga yararli etkileri in vitro tekniklerle arastirilabilir. Ornegin, propolisin etanol ile
hazirlanan, “balsam” veya “propolis tentiirii” olarak isimlendirilen ekstresinin
immiinostimiilator, anti-enflamatuvar, hepatoprotektif ve anti-timor (sitotoksik) oOzellikleri

arastirilmistir (De Groot, 2013).

Ekstrenin hazirlanma seklinden bagimsiz olarak, cografi ve bitkisel kaynagina ve toplanma
zamanina gore propolis drneklerinin igerigi farkli olabilir (Arda, 2019). Polifenoller, aromatik
asitler ve diterpenik asitler gibi bazi1 bilesikler propolisin biyolojik-farmakolojik aktivitelerinde
onemli gorevler almaktadir (Wagh, 2013). Bununla birlikte, propolisin igeriginin zengin
olmasi, her bilesigin farkli bir aktivite gdsterecegi anlamina gelmez; bir¢ok bilesik tek bir

aktivite i¢in sinerjik etki de gosterebilir (Boisard ve dig., 2015).

Avrupa ve Asya’nin ortasinda, farkli iklim kusaklarinda yer alan Tiirkiye, 4 deniz (Karadeniz,
Marmara Denizi, Ege Denizi ve Akdeniz) ile ¢evrilmistir ve 11.000°den ¢ok infrajenerik
taksonda yer alan bitkiyi igeren zengin bir bitki Ortiistine sahiptir. Tiirkiye’den toplanmis farkl
propolis orneklerinin igerik analizlerinde gesitli standartlara gore O-tip (karakavak bitkisel
kokenli) propolisin hakim oldugu ve kuersetin, apigenin, krizin, kafeik asit, naringenin, CAPE,
pinobanksin, galangin ve pinosembrin gibi fenolik bilesikler icerdigi tespit edilmistir
(Guzelmeric ve dig., 2018). Analitik yontemlerle yapilan baska aragtirmalar da, Tiirkiye’den
toplanan propolis 6rneklerinin fenolik igeriginde kuersetin flavonoidinin varligini kanitlamistir
(Degirmencioglu ve dig., 2019; Uzel ve dig., 2005). Tiirkiye’nin ¢esitli bélgelerinden (bunlar
arasinda bu calismada kullanilan propolis 6rneginin toplandig1 Kirklareli de yer almaktadir)
toplanmis farkli propolis 6rneklerinin LC-MS/MS yontemi ile yapilan igerik analizlerinde,

orneklerin %96’°sinda kuersetin flavonoidinin varligi onaylanmistir (Sorucu ve Orug, 2019).
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Propolisin igerdigi 6nemli fenolik bilesiklerden biri olan kuersetin flavonoidinin dogadaki
kaynag bitkilerdir. Kapali formiili C1sH1007 olan kuersetin flavonoidi ketakarbonil grubu
icerir ve ilk karbon atomu ile bagli oksijen bazik oldugu icin, kuersetin kuvvetli asitler ile tuz
olusturabilir. Kimyasal yapisindaki fenolik hidroksil grubu ve cift baglar sayesinde kuersetin
giicli anti-oksidan ve anti-enflamatuvar aktivite gosterir. Literatiirdeki bilgiler, propolis ve
kuersetin flavonoidinin benzer — anti-enflamatuvar, immiinomodiilatér, anti-tiimor, anti-

oksidan aktiviteler gosterdigini ortaya koymaktadir (Yang ve dig., 2020a).

Kuersetin LPS ile uyarilmig makrofajlarda TNF-a’nin (Ghosh, 1999), A549 akciger
hiicrelerinde ise LPS ile indiiklenmis IL-8’in (Geraets ve dig., 2007) anlatimini inhibe
edebilmistir. Ayrica bu flavonoidin glia hiicrelerinde IL-1a ve TNF-a sitokinlerinin LPS ile
indiiklenmis mRNA anlatimlarin1 baskiladigi bilinmektedir. Kuersetin, enflamasyonla iligkili

sikloksijenaz ve lipoksijenaz enzimlerini de inhibe edebilme &zelligi tasir (Yang ve dig.,

2020a).

Ug giin devam eden yorucu egzersiz ile insanda olusabilecek enflamasyona kars1, iki hafta
kuersetin flavonoidi ile epigallokatesin gallat’in birlikte kullaniminin koruyucu/tedavi edici etki
gosterdigi, graniilositlerdeki oksidatif patlama aktivitesini artirabilecegi rapor edilmistir
(Nieman ve dig., 2009). Kuersetin hiicresel ve humoral bagisiklig1 artirarak immiinostimiilan

aktivite sergileyebilir (Jantan ve dig., 2015).

Propolisin immiin yanit iizerine etkisine iligkin yapilan ¢alismalarda, daha ¢ok bakteriyel LPS
ile indiiklenmis farkli makrofaj hiicreleri veya diger hiicre hatlarinda NO, iNOS, COX enzimi
ve bazi sitokinlerin (IL-1a; TNF-a; IL-4; IL-10 vb.) protein diizeyleri ve gen anlatimlar belirteg
olarak se¢ilmistir (Blonska ve dig., 2004; Cardile ve dig., 2003; Rossi ve dig., 2002). Propolisin
bitkisel ve cografi kaynagina, hazirlanma sekline ve uygulama dozlarina gore pro-enflamatuvar
veya anti-enflamatuvar aktivite gosterebildigi ve immiinomodiilator etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (Conti ve dig., 2015).

Immiin sistemin &nemli parcalar1 olan sitokinler, ¢esitli hiicre tiplerini otokrin, parakrin veya
endokrin yolla harekete gecirerek farkli immiin fonksiyonlar1 diizenleyebilir, ayn1 zamanda
diger sitokinlerle sinerjik etki gdstererek, sitokin agin1 olusturabilir. Ornegin, IFN-y hem dogal
hem de kazanilmis immiinitenin mediyatorlerindendir. Anti-enflamatuvar sitokinler grubunda

siiflandirilan IL-4, yardimer T hiicrelerinin Th2 hiicrelerine doniigiimiinii saglar. Daha sonra
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Th2 hiicreleri sayesinde salgilanan IL-4 sitokini aktiflesmis T ve B hiicrelerinin
proliferasyonuna yol agar. Ayrica, IL-4 sitokini Thl hiicrelerindeki IFN-y ve IL-12
sitokinlerinin {iretimini azaltir, makrofajlarin M2 fenotipe farklilagmasini saglar (Ramani ve

dig., 2015).

Makrofaj hiicreleri, bagisiklik sisteminin en 6nemli pargalarindan biri olmalari, bu sistemin
diger onemli bilesikleri ve belirtecleri ile (sitokinler, NO, iNOS vb.) dogrudan veya dolaylh
iligkiler kurmalari, iki farkli fenotipe (M1, M2) doniisebilmeleri gibi nedenlerle immiin yanit

tizerine yapilan arastirmalarda genis ¢apta kullanilmaktadir (Franken ve dig., 2016).

Gram negatif bakterilerin dis membranlarindan elde edilen lipopolisakkarit (LPS),
monositlerde ve makrofajlarda immiin yanit1 uyarmak i¢in kullanilan bir indiikleyicidir (Meng

ve Lowell, 1997).

Cagdas ilag endiistrisinde etken maddelerin hedef bolgeye bozulmadan tasinmasi, kontrollii ilag
salimi ve dokuya kolay niifuz etmesini saglamak i¢in nano ve mikro boyutlu ila¢ tasiyici
sistemler kullanilmaktadir (Martinho ve dig., 2011; Jahangirian ve dig., 2017). Propolisin gii¢li
yapigkan o6zelligi, keskin tadi ve az ¢oziiniirligi gibi istenmeyen Ozellikleri nedeniyle, ilag
tasiyici sistemlerde kapsiillenerek biyoyararlanimi daha yiiksek ve tiiketime daha uygun iirtinler
gelistirilebilir (Li ve dig., 2012). Polikaprolakton (PCL) FDA tarafindan onay almis non-toksik
bir polimer oldugundan ¢esitli etken maddelerin kapsiillenmesinde kullanilmaktadir (Sinha ve

dig., 2004).

Literatiire dayanarak, g¢esitli propolis Orneklerinin, farkli aktiviteleri {lizerine yapilmis
caligmalarda, PLGA, PF-108, zein/kazeinat/alginat gibi ila¢ tasiyici sistemler kullanildig:
sOylenebilir (Do Nascimento ve dig., 2016). Cesitli propolis formiilasyonlarinin
hazirlanmasinda PCL polimerinin kullanimi, literatiirde ya mikro-boyutta kapsiilleme, ya da
diger sistemlerle (Jelatin, Poliiiretan) kompleks seklinde kapsiilleme olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Duran ve dig., 2007; Eskandarinia ve dig., 2020). Literatiirde sadece PCL (poly-
e-caprolactone) polimeri ile nano boyutta kapsiillenmis propolis ve bu nanoformlarin immiin

yanittaki roliine iliskin bir caligmaya rastlanmamastir.

Bu calismada, Tiirkiye’nin Marmara Bolgesinden (Kirklareli-K1y1kdy) toplanmis propolisten

hazirlanan etanolik ekstre, PCL polimeri kullanilarak nano boyutta ilk kez kapsiillenmis ve
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ekstre ile igerigindeki temel flavonoidlerden biri olan kuersetinin hem ham, hem de enkapsiile

nanoformlarin immiin yanit lizerine etkisi ilk kez arastirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda propolisten balmumu ve diger istenmeyen bilesikleri igermeyen,
kapsiillenme ve hiicre uygulamalarina uygun etanolik bir ekstre hazirlanmistir. Baslangi¢

maddesi 50 g ham propolisten 4 g etanolik ekstre elde edilmistir.

Daha sonra ikili emiilsiyon (y/s/y) ¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilarak Propolis

(ekstresi) ve ticari olarak temin edilmis Kuersetin flavonoidi PCL polimeri ile kapsiillenmistir.

Ucgiincii asamada hazirlanan nanopartikiillerin farkli analizlerle karakterizasyonu yapilmustir.
ZetaSizer analizleri sonucunda Propolis-PCL nanopartikiiliiniin -15.4 mV Zeta Potansiyeline
sahip oldugu ve ve boyutunun 280-286 nm oldugu; Kuersetin-PCL nanopartikiiliiniin ise -18.9
mV Zeta Potansiyeline sahip oldugu ve boyutunun 177-187 nm oldugu tespit edilmistir. Negatif
zeta potansiyeli degerleri, nanopartikiillerin yiizeyindeki polikaprolakton kisimlarina ait
iyonize karboksil gruplarn ile iliskilidir (Rabha ve dig., 2021). Eksi zeta potansiyel degeri
nanopartikiillerin kararli oldugunun ve daha az agregasyon egilimi gosterdiginin giivenilir bir
gostergesidir (Kumari ve dig., 2010). Nanopartikiillerin boyutu terapotik ilaglarin-etken
maddelerin taginmasini ve nanoformiilasyonlarin hiicreler tarafindan emilimini 6nemli sekilde
etkilemektedir. 300 nm’den daha kii¢iik boyutta olan nanopartikiiller insan viicudunda daha
kolay tasmabilir (Ghosh ve dig., 2016; Zauner ve dig., 2001). Bu bilgiye dayanarak elde

ettigimiz nanopartikiillerin uygun boyutta oldugu anlagilmaktadir.

Nano boyutlu tasiyici sistemler i¢in, 6zellikle polimerik nanopartikiiller i¢in 0.2’den kiigiik PDI
degerleri uygun goriilmektedir (Danaei ve dig., 2018). Bu c¢alismada hazirlanan her iki
nanopartikiiliin (PDI) degerleri 0.1’den kii¢iik bulunmustur. Bu degerler her iki nanopartikiiliin

monodispers oldugunun 1yi1 bir gostergesidir.

FTIR analizi sayesinde propolisin ve kuersetin flavonoidinin PCL polimerinde kapsiillendigi
onaylanmis ve bu Ol¢lim ZetaSizer analizlerininin sonuglarint kanitlamistir. PCL igin
karakteristik olan, karbonil (C=0) grubu ile iliskili poliester band1 1700 cm™’de belirlenmistir
(Leimann ve dig., 2015). Propolis ekstresi i¢in spektrumda 6zellikle aromatik bilesiklerle ilgili
dalgalanmalar belirgin sekilde ortaya cikar. 1400-1450 cm™ arahiginda C=C baglarma ait
dalgalanma mevcuttur (EI-Guendouz ve dig., 2016).
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Taramali elektron mikroskobu ile Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL nanopartikiillerinin kiirecik
seklinde oldugu izlenmis ve hidrodinamik caplarinin Zetasizer boyut 6l¢iimlerinden ¢ok az
biiyiik (Propolis-PCL 280-350 nm; Kuersetin-PCL 200-260 nm) oldugu goriilmiistiir. Propolis
nanoformiilasyonlarinin sulu ortamda hidrofobik baglar olusturabilmesi, boyut dl¢limlerinde
hidrodinamik ¢apin gergek partikiil boyutundan biiyiik degerler sergilemesi ile sonuglanabir
(Barbosa ve dig., 2019).

Her iki nanoformiilasyonun XRD analizinde 20 = 21-24° Bragg acilarinda iki sert kirinim piki
goriilmiistiir ve nanopartikiillerin kristalin yapisinin amorf (polietilen benzeri) oldugu tespit

edilmistir (Natarajan ve dig., 2011).

Propolis-PCL nanopartikiiliniin Etken Yiikleme Kapasitesi %75, Reaksiyon Verimi %63,
Enkapsiilasyon Etkinligi ise %83 olarak bulunmustur. Kuersetin-PCL nanopartikiilii i¢in, ayni

degerler %68, %51 ve %76 olmustur.

Propolis-PCL nanopartikiilii 72 saat, Kuersetin-PCL nanopartikiilii ise 96 saat sonra %60’ 1n

tizerinde etken madde salimi gerceklestirmistir.

Calismanin son asamasinda Propolis, Kuersetin, Propolis-PCL ve Kuersetin-PCL’nin LPS ile
uyarilmis J774 makrofaj hiicrelerinde NO salimi1 ve bazi sitokinlerin diizeyi tizerindeki etkisi
aragtirtlmistir.  LPS-indiiklii hiicrelere 48 saat siireyle uygulanan tiim Ornekler belli
konsantrasyonlarda NO salimini inhibe etmistir. Nanopartikiillerin inhibitor etkisi ham etken
maddelere gore daha yiiksek bulunmustur. Literatiirde propolis ve kuersetin ile bunlardan
hazirlanmis nanopartikiillerin NO salimini inhibe etme kapasitesine iliskin sinirli sayida yayina
rastlanmustir. Ornegin, Propolisin NO salimini inhibe ettigi Medjeber ve dig. (2018) tarafindan
rapor edilmistir. Propolisin yani sira kuersetinin de NO salimin1 6nemli dl¢lide durdurdugu
Blonska ve dig. (2004) tarafindan bildirilmistir. Propolis ekstresi ve kuersetinin NO iiretimi
tizerindeki inhibitdr etkisini belirten diger ¢alismalar da (Valenzuela-Barra ve dig., 2015;

Cardile ve dig., 2003) bizim bulgularimiz1 desteklemektedir.

LPS ile uyarilmis makrofaj hiicrelerine 48 saat siireyle 100 pg/mL konsantrasyonda uygulanan
tim oOrnekler IL-4 anti-enflamatuvar sitokininin diizeyini biiylik 0Olgiide artirmistir.
Nanopartikiillerin uygulandigi hiicrelerde IL-4 diizeyi Propolis ve Kuersetin uygulanan
hiicrelerdekinden daha yiiksektir. Literatiirde Propolisin IL-4 ile ayn1 grupta bulunan anti-
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enflamatuvar sitokinlerin liretimini artirdigini rapor eden galismalara rastlanmistir (Conti ve

dig., 2015; Medjeber ve dig., 2018).

Bu ¢alismada sadece 100 pug/mL konsantrasyonda uygulanmis Propolis 6rneginin (etanolik
ekstresinin) LPS ile indiiklenmis makrofaj hiicrelerinde IL-1p diizeyini disiirdigi
belirlenmistir. Diger orneklerin bu sitokin diizeyi {izerinde etkisi olmadigi bulunmustur.
Literatiirde bizim bulgularimizi destekleyen, yani Propolisin LPS ile uyarilmis makrofaj
hiicrelerinde, IL-1p diizeyini diislirdiigiinii rapor eden baska arastirmalar da bulunmaktadir
(Xiong ve dig., 2019; Bueno-Silva ve dig., 2015; Blonska ve dig., 2004, Okoko ve Oruambo,
2009).

Propolis-PCL nanopartikiilii 50 pg/mL konsantrasyonda iken, LPS ile uyarilmis J774 makrofaj
hiicrelerinde IFN-y diizeyini biiylik oranda artirmistir. Diger 6rneklerin IFN-y diizeyi {izerinde
etkisi gdzlenmemistir. Propolisin IFN-y sitokini iizerine etkisi ile ilgili dnceki caligmalarin
cogunda hem indiikleyici aktivitesi (Sa Nunes ve dig., 2002), hem de inhibitor aktivitesi
(Fatahinia ve dig., 2012) rapor edilmistir. Bununla birlikte, Conti ve dig. (2015) ¢esitli propolis
orneklerinin farkli igerige sahip olmasi veya diger hiicresel mediyatorlerin devreye girmesi
nedeniyle propolisin hem anti-enflamatuvar, hem de pro-enflamatuvar etki gosterebilecegini
bildirmektedir. Literatiirdeki bu c¢alismalar propolisin IFN-y diizeyini artirarak
immiinomodiilator etki gosterdigini ileri siirmektedir. Bu calismada Propolisin sadece
nanopartikiil formundayken IFN-y diizeyini artirmasi, bu etkiyi 50 pg/mL konsantrasyonda
yaparken, daha yiiksek konsantrasyonda gostermemesi pro- ve anti-enflamatuvar etkisinin

hiicreler tarafindan absorplanma oranina ve dozuna gore degisebilecegini diistindiirmektedir.

Sonug olarak, yerli bir ticari propolisten hazirlanmis etanolik ekstre ilk kez bu ¢alismada
polikaprolakton polimeri (PCL) ile nano boyutta kapsiillenmis, immiin yanitla iliskili bazi
sitokinlerin diizeyleri ve NO salimi {izerine etkisi arastirilmistir. Propolisin igerdigi kuersetin
flavonoidi ile de ayni islemler gergeklestirilerek, sonuglar karsilikli olarak kiyaslanmustir.
Calisma kapsaminda propolisin hem anti-enflamatuvar, hem de pro-enflamatuvar aktivite
gosterebilecegi ortaya konulmustur. Bu tezde elde edilen veriler ileride, biyoyararlanimi daha
yiiksek, immiinomodiilator o6zellikli yeni propolis {rilinlerinin = gelistirilmesine katk1

saglayabilir.
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