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RATLARDA METOTREKSATIN YOL ACTI Gl INCE BARSAK HASARI VE
OKSIDATIF STRES UZERINE PROPOLISIN ETKISI

OZET

Giris: Metotreksat (MTX), yaygin olarak sitotoksik kemapodtik ajan olarak
kullaniimaktadir, ancak siklikla neden odduiddetli intestinal mukoza ve karger
hasari etkiniini sinirlandirmaktadir. Bu yan etkilerinin mekamiasiyla ilgili ¢aitli
hipotezler ileri strtlmgttr, bunlar arasinda en muhtemel olani oksidatissi.
Propolis, arilarin kovan yapisinda kullanilandiki@amel Grinlerinden birisidir ve
antioksidan olduklari bilinen polifenolik biiklerden zengindir. Bu deneysel
calsmada, ratlarda MTX'in yol agil ince barsak hasari ve oksidatif stresi
dizeltmede, propolis ekstraktinin etkisinin olupamadgini tespit etmek

amaclanmytir.

Materyal Ve Metod: Hayvanlar 4 gruba bdolindl ve her grup 12 rattamstol
Propolis-MTX grubu; on gin suresince oral olarakpmlis ekstrakti (100mg/kg
vicut airligr) verildi ve sekizinci ginde tek doz MTX [20 mg/kimtraperitoneal
(ip)] uygulandi. MTX grubu; on gin boyunca —plasebmal olarak distile su verildi
ve sekizinci guinde benzer protokol ile MTX uygulanBropolis grubu; 10 gin
propolis (100mg/kg vicutgarli gi) oral olarak verildi ve sekizinci giinde MTX yeein
ip serum fizyolojik uygulandi. Kontrol grubu; 10 myioral distile su ve sekizinci
ginde MTX vyerine ip serum fizyolojik uygulandi. Onbci ginde, derin anestezi
altinda kan, duodenum ve kargei dokular elde edildi. Daha sonra, duodenum
doku ornekleri gik mikroskobunda (morfometrik ve histopatolojik @h)
incelenmesi icin fikse edildi. Karg@r homojenati ile plazmada, lipit
peroksidasyonunun son drtini malondialdehid (MDA)iy&si ve dnemli endojen
antioksidanlardan superoksid dismutaz (SOD) veatjon peroksidaz (GSH-Px)

aktiviteleri ile karacter homojenatinda katalaz (CAT) aktivitesgddendirildi.

Bulgular: MTX grubunda gik mikroskobu ile mukozal hasar gosterildi ve bsdra
propolis uygulamasi ile 6énemli derecede azaltiRkQ.05). MTX tedavisi karager

homojenati ve plazmada, MDA seviyesinde artmaya,DS®@e GSH-Px

Xi



aktivitelerinde azalmaya ve karger homojenati CAT aktivitesinde azalmaya neden
oldu (P<0.001), bu desiklikler propolis ekstrakt uygulanmasi ile énemlicidde
engellendi (P<0.001).

Sonug: Calsmada, MTX'in yol actgl ince barsak hasari ve oksidatif stresi propolis
ekstraktinin azalih gosterildi. Bu koruyucu etki, propolis ekstaktingucli

antioksidan aktivitesine atfedilebilir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, metotreksat, mukozal hagaopolis.
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EFFECTS OF PROPOLIS ON METHOTREXATE-INDUCED INTESTI NAL
MUCOSA DAMAGE AND OXIDATIVE STRESS IN RATS

ABSTRACT

Background: The efficacy of methotrexate (MTX), a widely usegtotoxic
chemotherapeutic agent, is often limited by itsesewntestinal mucosa anliver
damage. Regarding the mechanisms of these adv&stsgseveral hypotheses have
been put forward, among which oxidative strestiésmost likely. Propolis is one of
the major products of bees which is used in hingcsiire and is rich in polyphenolic
compounds. These are known for antioxidant actisitThe aim of this experimental
study is to determine whether propolis extract,l¢@meliorate the MTX-induced

small bowelinjury andoxidative stress in the rats.

Material And Metods: The animals were divided into 4 groups. Each graup
consisted of 12 rats. Propolis-MTX group: rats wgreen propolis extract (100
mg/kg body weight) orally for 10 days, and a singese of MTX [20mg/kg,
intraperitoneally (ip)] was added on the eighth.disyf X group: these received -
placebo- distilled water (orally) instead of prapaxtract for 10 days and the same
MTX protocol applied on the eighth day. Propoli®gp: rats were given propolis
extract (100 mg/kg body weight) orally for 10 daghkysiological saline (ip) instead
of MTX was administered on the eighth day. Conty@up: rats were given distilled
water (orally) through 10 days and physiologicdinga(ip) instead of MTX was
administered on the eighth day in a similar manr@n. the 11th day, blood,
duodenum and liver tissue samples were obtainedrutebp anaesthesia. Afterward,
duodenum tissue samples were fixed for light micops&c examinations

(morphometrcally and histopathologcally).

The level of malondialdehyde (MDA), an end prodoictipid peroxidation, and the
activities of sUperoxide dismutase (SOD) and ghitete peroxidase (GSH-PXx),

important endogenous antioxidants, were evaluatethe plasma and liver tissue

Xiii



homogenates. Catalase (CAT) an other endogenoisxidant was evaluated only

in liver tissue homogenates.

Results: Light microscopy in the MTX group revealed mucosamage, which
significantly decreased with propolis administratigP< 0.05). MTX treatment
increased the MDA level and decreased the SOD a8H-Bx activities in the
plasma and liver homogenates and decreased theaCivity in liver homogenates
(P < 0.001) while these alterations were significantlgyented by propolis extracts
administration (K 0.001).

Conclusions: The present study suggests that the small bowaly and oxidative
stressinduced by MTX is reduced by propolis extractsisTprotective effect can be

attributed to the powerful antioxidant propertiépimpolis extracts.

Key words: Antioxidant activity,methotrexate, mucosal damage, propolis.
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1.GIRIS VE AMAC

Oral ve intestinal mukozit, kanser hastalarinddakulan kemoterapi (KT) ya da
radyoterapi (RT) tedavisine @la olarak gozlenmektedir (1,2). Mukozitin toplam
sikligi degiskendir ve hasta@in tanisi, hastanin ya kullanilan ilacin tipi, dozu ve
sikligiyla iliskilidir (3). Standart doz KT alan hastalarin %40ui@e, kok hiicre ve
kemik iligi transplantasyonu nedeniyle yiksek doz KT alarnatasn ise %75’'inden
fazlasinda mukozit gorulir ve mukozit getis hastalarin %50’'inde KT dozunun
azaltimas! ya da bazi vakalarda tedavinin kesilngesekebilir (2,3). Mukozit
gelisimi oral alim kisitlanmasi, karingasi, siskinlik ve ishale neden olmakla
birlikte, hastanin tedaviye devam etmegsieengelleyebilir. Ciddi mukozit hastanin
hastaneye yatirilmasini, enteral veya parentersiebmesini ve narkotik analjezik
kullanimini gerektirebilir (2,4). Lokal olarak seker infeksiyona neden olgu gibi
sistemik infeksiyon icin odak olabilir. Hastaninstenede yagisiresini uzatabilir ve

tedavi maliyetini artirabilir (2,4-6).

Gastrointestinal mukozit KT uygulamalarinda en oheloz kisitlayici nedenlerden
birisidir (4-6). Mukozit tedavisinin etkin bigekilde yapilmasi ya da 6nlenmesi,
tedavinin etkinlgini, morbiditeyi ve mortaliteyi olumlu yénde etkiteektedir (6). KT
ve RT ile iligkili olusan mukozitin kesin bir tedavisi hentiz bulunamgmive
hastalar palyatif tedavi yaklemlari ile tedavi edilmektedir (7,8).



Mukozit gelsmesinin fizyopatolojisi tam olarak agllamamakla birlikte,
olusumunda sadece bazal epitelyumdaki direkt hiicreashrim rol oynamagh,
submukozadaki hicre ve dokularin aracilik getbiyolojik olaylar zincirinin de
katkisi  oldgu duitunulmektedir. Mukoza hicrelerinde  reaktif  oksijen
metabolitlerinin (ROM) olgumu, mukozal hasara yol acan kdiolaylar zincirine
oncilik etmektedir. ROM dokulardaki bilinen tokskkilerine ilave olarak, okan
hasarin bilyimesi ve hizlandiriimasinda da rol oakaadirlar. Orngin, KT ve RT
ajanlari ile ROM, nukleer faktor-kappaB (NB) gibi transkripsiyon faktorlerini
aktive etmektedir. Bu NKB aktivasyonunun, non-hematolojik toksisitesi olan
hastalarda argi1 tespit edilen proteinlerin tretimi ile birliktglive mukozit olgumu
sirasinda NF-kB aktivitesi ile tumoér nekrozis fakt@lfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-

6) ve interlokin-1beta (IL{}) gibi proinflamatuar sitokinlerin doku ve serum
seviyelerini arttgl gosterilmgtir. Bu sinyal molekulleri doku hasarinin gfoasina ve

ilerlemesine neden olmaktadirlar (7,9).

MTX l6semiler, dger malignensiler ve bazi otoimmiin hastaliklardaki §enign
hastaliklarda sitotoksik kemoterapotik ajan olayalygin sekilde kullaniimaktadir.
MTX’in sitotoksik etkisi, kanser hicreleri icin degolmadgindan kemik ilgindeki
hematopoetik hicreler ve barsak mukozasindaki aktfiinen hicreler gibi
proliferasyon hizi yuksek dokulari da etkiler (18u nedenle, MTX'in etkinki,
siddetli enterokolit ya da intestinal hasar gibi sk sekelleri nedeniyle siklikla
sinirlanmaktadir. MTX tedavisinin neden ofduintestinal hasarin en ¢ok proksimal
ince barsakta olugu ve olgan hasar nedeniyle ishal ve malabsobsiyorytg#l(5),
MTX’in akut l6semi tedavisinde aralikh olarak yigks doz kullanimi ile psoriasis
tedavisinde uzun sure gik doz kullaniminin progresif hepatik fibrosis vieoza
ilerleyen karagier hasarina neden olabilgce bilinmektedir (11). MTX
toksisitesinin, olgan sistemik oksidatif stres, tedavi siresi ve gemasi, hastanin
risk faktorleri ve hastahin tipi ile genetik ve molekiler apopitotik faktérl gibi
bircok faktorin etkilgimiyle olustugu rapor edilmgtir (12).



Propolis bal arlar tarafindan uretilen recinah karisimdir. Propolisin icegiinde
recine, mum, polen, yaasitleri, esansiyel yar ile diger organik ve mineral
maddeler bulunmaktadir (13,14). Gunumizde propolisintibakteriyel (15),
antifungal (16) antioksidan (17), serbest raditahizleyici aktivitesi (17), anti-
inflamatuar (18), immunomodulator (19) ve yaraagtirici 6zelligi (20) gibi bircok

biyolojik etkisi in vitro ve in vivo deneylerle igp edilmitir.

Propolis ile ilgili cok sayida gaha yapilmg olmakla birlikte, yapilan literatir

incelemesi giginda MTX'in neden oldgu intestinal hasari ve oksidatif stresi
onleyici etkisi ile ilgili herhangi bir cayjmaya rastlanmadi. Propolisin etkileri g6z
onunde bulundurularak, MTX'in neden offlu intestinal hasar ve oksidatif stres

Uzerine propolisin koruyucu etkisinin olup olmgdaratirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1. MUKOZIT PATOBIiYOLOJIiSi

Mukozit icin temel neden, KT’nin timor hicreleriingsecici olmaksizin gakh
intestinal hicreleride hedefleyerek apopitoziseenedimasidir (21). Klasik olarak
gastrointestinal mukozite hem KT ilaglari tarafindsozulan ve azalan yiksek hicre
proliferasyonu, hem de kript hicrelerinin direk i@dlmesi katkida bulunur. Bununla
birlikte, mukozit olgumu icin sindirim kanali mukoziti isimli yeni bieobri ortaya
atilmistir. Sindirim kanali mukoziti terimi, oral ve gasintestinal mukozite ayri
patolojiler olarak bakmaktan ziyade tim beslenmenakada olgan hasari
tanimlamak igin kullaniimaktadir. Burada, sindirkanalinin embiriyonik olarak tek
bir yapidan gedmesi ve vicudun sindirim sisteminde o hasara kar verdigi
cevapta belirli yollari kullanmasi geggaden yola c¢ikilmygtir (22). Olytugu bolgeye
bakilmaksizin mukozit patobiyolojisinin arkasindakekanizmalarin benzer olmasi
muhtemeldir. Bu nedenle, oral mukozit icin taninalarbg faz modeli ince barsaklar
icinde kabul gormgtar (7,9,21-23). Bu befaz; 1. balangi¢, 2. primer hasar yaniti,
3. sinyal amplifikasyonu, 4. Ulserasyon ve inflagmas ve 5. iyilame fazindan
olusur [Sekil 1].

Kisaca, KT'nin neden oldiu mukozit dokunun tabaninda bulunan hucrelerde ve
bazal epitelyum hicrelerinde grodan hasar ile kar. DNA sarmalindaki kopmalar
hiicre hasari ve olimine sebep olur. Mukozit DNAnsdinda hasar ofmadan,

ROM’un etkisiyle de olgabilir. KT epitelyal, endotelyal, mezenkimal hiueele



makrofajlarda NF«<B'yi aktive eder. Bu da TNk IL-6 ve IL-13 gibi
proinflamatuar sitokinlerin Gretimine ve genleripregilasyonuna neden olur. Bu
sitokinler primer uyarinin biyimesini ya dageli hlcrelerde de NKB
aktivasyonunu ggar ki, bu da mitojen aktive eden proteinkinaz (MAP
siklooksijenaz 2 (COX2) ve tirozinkinaz uyaran niilkeri kodlayan genlerin
transkripsiyonu ile sonuclanir. Glan uyari yolg&l lamina propriada ve epitelyumda
doku hasarina yol acan matriks metalloproteinaZMiviPs) 1 ve 3 aktivasyonuna
neden olur $ekil 2]. Ek olarak, epitelyal kok hiucrelerdekigtadan ve dolayli hasar
yenilenme kapasitesinde kayip ile sonuclanir. Buaska etkilesimler sonucunda
epitelyum incelmeye B&r ve hastalarda mukozitin ilk semptomlari ortaykar.
Mukotoksik KT'nin uygulanmasindan yakla 10 gin sonra epitelyum
bitiinligiinde bozulma ve llserasyon glu Ulserasyongamasi lamina propriadaki
sinir sonlarinin harabiyetinden dolayi cakiadir. Ozellikle oral tlserlerde lezyona
bakteriler kolonize olur ve adokusuna penetre olarakgdr sitokinlerin salinimina
neden olurlar. Ulserasyorsamasinda inflamatuar infiltrasyon dahagyodur ve
makrofajlar, plazma ve mast hucrelerindensotu Bakteri iceren eksudanin Gzerini
fibrinbz materyal kaplar ve psddomembranlar meydgelr. Cgu vakada KT
uygulamasi sonrasi 3 haftaya kadar lezyonlar siyileSonuc¢ olarak, epitelyal
migrasyon, proliferasyon ve diferansiyasyon ile ulglenilenir, normal mikrobiyal
flora kurulur. Bu durum, mezenkim ve endotelinddhil oldygu mukozanin batin

dokularinda gercekie (7,24).

KT'ye bagli gelisen intestinal ylizey hasari epitelyal kript hicr&roeundan ziyade
apopitozis ve kript hipoplazisi nedeniyle olmakta@5s,26). Bununla birlikte, KT ve
RT’ye kawl ince barsaktaki kriptler kalin barsaktaki kriptlen daha fazla duyarhdir.
Immunohistokimyasal incelemelerde, Bcl-2'nin kolaipKerinde ¢ok fazla eksprese
edildigi, ince barsak kriptlerinde ise az ya da hic ekspredilmedii belirlenmistir
(27). Radyasyonun etkisini inceleyen galalarda, hasarin Battigi apopitozise
kargl ince barsgin kolona gore daha duyarl olglu ortaya konmgtur. Bu artmg
duyarlihkta ince Dbarsak kriptlerinde anti-apopitatzelligi olan Bcl-2
ekspresyonunun olmaynin katkisi gdosterilngtir (5,23,27,28). Ayrica, KT ve RT

P>3 bazimli apopitozisi uyarmaktadir.



Ancak, ince barsak kriptlerinde kalin barsak kggtie gére P bazimli protein
ekspresyonu belirgin olarak daha fazladir. Bu dyrkifh ve RT’ye kagl ince barsak
kriptlerinin daha duyarli olmasiylagkilendiriimektedir (5,23,28).

-

Sekil 1. Gastrointestinal mukoza hasari gelisiminde beg faz modeli (9).

{

ET: Radyvoterapi, KT: Kemoterapi, WK-«B: Miikleer faktérkappa beta, TINF- c: Timér
Nekrozis Faktér alfa, IL-1[: Interlékin-1 beta, MAPEK: Mitojen aktive eden proteinkinaz,
SKZ2: Biklooksijenaz 2. TE: Tirozin Kinaz, MMMP1 3: Matriks metalloproteinaz 1.3,

Sekil 2. Mukozit patobivolojisinde sinval amplifikasvonu (7).



2.2.GASTROINTESTINAL MUKOZ iTiN ONLENMESI VE TEDAViSi

Yakin zamanda KT ve RT’ye Bl gelisen mukozitin 6énlenmesi ve tedavisiyle ilgili
literattr bilgilerinin gézden gegcirilmesiyle bu kaeda tavsiye ve oneriler yeniden
dizenlenmgtir. Buna gore gastrointestinal mukozit igin teniersak bakimi ve
klinik uygulamada, yeterli hidrasyonungs@anmasi ve gecici laktoz intoleransi ile
patojen bakterilerin ortaya c#ki acisindan dikkatli olunmasi 6nerilmektedir.
Siklofosfamid, 5-flourourasil ve MTX gibi kemoteragiklerin kullanimi sonrasi
olusan epigastrik grinin dnlenmesinde ranitidin ve omeprazol gibi midsit
sagillanmasini azaltan ilaglar tavsiye edilmektedir. stB@ntestinal mukozitin
onlenmesinde sistemik glutatyonun kullaniimasi rrutilarak onerilmemektedir.
Bununla birlikte, hematopoetik kok hicre nakliiigkili yiksek doz KT ve standart
doz KT’nin neden oldgu diarenin 6nlenmesinde loperamid yetersiz oluif®,ig
ve Uzeri dozlarda subkutan gunde iki ketreotid uygulanmasinin faydal
olabilecgi iddia edilmektedir (29).

Antioksidan olan folik asit, MTX’in etki mekanizmigga alakall olarak ilacin yan
etkilerinin azaltiimasi icin yaygin olarak kullaméktadir. Ozellikle intestinal
toksisitenin insidansini azaltmak amach MTX ilelikoasitin gunlik kullanimi
onerilmektedir (30,31). Ancak, folik asitin kullaninin MTX'in etkinligini azaltip
azaltmadgl hala targmalidir (32,33).

Yine de mukozit olgtuktan sonra her bir siklusda uygulanan KT ilagiaridozunu
azaltmaktan bgka etkili bir tedavi secerge yoktur, ancak bu hastanin remisyona
girme sansini azaltabilir. Kemik i toksisitesi icin kan transfliizyonu ve koloni
stimule edici ajanlarin kullanimi gibi destek teidiwvile mudahale edilebilirken,

mukozit KT’nin etkinligini sinirlayan ¢ok énemli bir faktordir (24).



2.3. METOTREKSAT

MTX losemiler, caitli solid tumorler, psériasis, romatoid artrit vdiger bazi
otoimmin hataliklarin tedavisinde 40 yildan dahainustredir yaygin olarak
kullaniimaktadir. Son zamanlarda sarkoidoz, inflaraa barsak hastaliklar ve
vaskilitlerde de kullaniimaktadir. MTX, S fazindakiicreleri etkileyen folat
antagonisti antimetabolittir. Dihidrofolat ang@lo olan ilag, hiicre replikasyonunda
anahtar enzim dihidrofolat rediktaz’a ghenarak purin ve primidin yapimi igin
gerekli tetrahidrofolat sentezini inhibe eder. Rive primidin sentez inhibisyonu
apopitozisle sonuclanan DNA defektlerine yol acEy,84). MTX'in ayni zamanda
kaspaz aktivasyonuna @iamekanizma ile apopitozise neden gidugdsterilmgtir
(35).

2.3.1. Metotreksat ve Gastrointestinal Toksisitesi

MTX’in sitotoksik etkisi kanser hicrelerine 6zelteis olmadgi icin gastrointestinal
mukozada aktif olarak boélinen hicreler gibi, hgloliferasyonun oldgu normal
doku hicreleri de etkilenir (10). Glan intestinal hasar ve enterokolit hastalargta a
oral alim azalmasi,stahsizlik, ishal, dehidratasyon, bunlardikeeden elektrolit
dengesizii, malabsorbsiyon, malnutrisyon ve kilo kaybina emdlabilir. Ayni
zamanda, epitelyal proliferasyon ve enterosit foygesu baskilanabilir ve mukozal
bariyerin bozulmasina Bh olarak bazen 6lime kadar ilerleyebilen barsayriakli
sepsis riski artabilir (5,10,21) Sekil 3 ].

MTX uygulamasinin gastrointestinal toksisitesindetmemli etki kript hiicre kaybi
ve Vvillus atrofisi ile proksimal ince barsakta gdnéktedir. MTX tedavisi
apopitozisde ara neden olmakta ve ratlarda uygulamadan 6 saa gikseviyeye
ulasmaktadir. Apopitozis daha ¢ok kriptlerde olur vergeratif hiicre kaybi ve kript
hipoplazisine neden olur (5,36).

MTX'e bagli ince barsak hasarinda oksidatif stresin, 62elliknotrofil
infiltrasyonunun rol oynagt goOsterilmgtir  (37). Ayni zamanda, kemirici
modellerinde MTX’in neden oldiu mukozitin insanlarda gorulen intestinal mukoza

hasarina benzegigosterilmitir (38).
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Sekil 3. KT 'nin neden oldugu intestinal mukozitin semptomlar ve Klinik vansimasi (29).
2.3.2. Metotreksat ve Karacger Toksisitesi

Akut losemilerin tedavisindeki gibi MTX'in araliklyiiksek doz kullanimi veya
psoriazis tedavisindeki gibi uzun dénem MTX kullamda progresif hepatik
fibrosis ve siroza ilerleyebilen karger hasari olgabilir. DUsik doz uzun dénem
MTX tedavisi alan psoériasisli hastalarindaki sigetisme riski %7’°dir. Takip edilen
hastalarin yakkak %8’de transaminazlarin normalin Uc¢ kati kadarksgidii
gosterilmitir (34). MTX'in neden oldgu toksisitenin, tedavinin suresi ve doz
semasl, hastalin tipi ve hastanin risk faktorleri ile birlikte getik ve molekuler
apopitotik faktorler gibi bircok faktorin etkiieniyle olustugu distintlmektedir (12).

Kronik MTX kullanimiyla ilgili karacger histolojisindeki temel yan etkiler, ga
infiltrasyonu, inflamasyon, htcresel nekroz ve gpralarak fibrosisdir. Ancak,
klinik ve biyokimyasal bulgular yillarca sessiz &hilir. Karacger tosisitesinin
gosterilmesinin  tek yolu karg@r biyopsisidir ve genellikle MTX 10 wil
kullanildiktan sonra ya da MTX toplam dozu 1,5-ZZBami gectikten sonra
Onerilmektedir (34).
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MTX'in neden oldgu hepatotoksisitenin tam mekanizmasi henliz acgkldie
Toksisiteyi aciklayacak birka¢c mekanizma 6ne suigtiir. MTX temel metaboliti
olan 7-hidroksimetotreksat’a kargerde donémekte ve karager huicrelerinde
poliglutamad formunda depolanmaktadir. Uzun donemXMedavisi poliglutamad
formunun birikmesine ve folat seviyesinin azalmasimeden olmaktadir.
Poliglutamad formunun seviyesinin artmasi, hep&®gitesinin dnemli nedeni
olarak di@gunulmektedir. Bunun dinda, MTX sitozolik nikotinamid adenozin
difosfat (NADP) dehidrojenaz ve NADP gali malik enzimi inhibe etmekte ve
hiicre ici NADPH'In azalmasina neden olmaktadir. NekD) 6nemli bir sitozolik
antioksidan madde olan indirgenmglutatyonun (GSH) devamigini sa&layan
glutatyon reduktaz (GSSG-RNzimi icin gerekmektedir. MTX tedavisi nedeniyle
GSH seviyesinin azalmasi, superoksid anyonu, hgirokdikalleri, hidrojen peroksit
ve hidroklorik radikaller gibi reaktif oksijen rddillerine kagi hicreleri koruyan
antioksidan savunma sisteminin etkgmiin zayiflamasina neden olmaktadir (12).

2.4.SERBEST RAOKALLER

Serbest radikaller iyorgena ve eksitasyon sonucunda gdriingelerinde gesmemi
bir veya daha fazla elektron bulunduran ve gerellgtektriksel acidan yiksiz atom
veya molekullerden meydana gelir. Biyolojik sistendle serbest radikal glumu
normal metabolik olaylarin seyri sirasinda meydgekebildii gibi, organizmanin
KT gibi uyaranlara maruz kalmasi ve organizmadal bgagbanci maddelerin
(6rnezin; ksenobiyotikler) metabolize olmasi sirasinda rdaydana gelebilir. Bu

nedenle serbest radikaller endojen ve eksojen lkhyolasabilir (39).
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Tablo 1. Serbest radikal kaynaklari (39).

Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri
Kloroplast elektron transport zinciri
Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz
Indolamin dioksijenaz

Triptofan dioksijenez

Galaktoz oksidaz

Siklooksijenaz

Lipooksijenaz

Mono aminooksidaz

Fagositik hicreler

Notrofiller

Monosit ve makrofajlar

Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

Oto-oksidasyon reaksiyonlari (Beepinefrin)

CCly)

Iyonize radyasyon
Gung 15181

X- Isinlari

UV- isinlar

Isi soku
Glutatyonu okside eden maddeler
Ortam havasi
Sigara dumani
Ozon
Kukudrtdioksit

Egzoz gazlan

flac oksidasyonu (kemoteropatikler,

Parasetq

Serbest radikaller son derece reaktif olduklarindgier atom veya molekullerle

kolayca reaksiyona girerler. Clinkglesmemg elektronlarin, bir bgka radikalin ayni

durumdaki elektronu ileskesme veya bir elektron transferi reaksiyonu iegerek

kararli hale gelme gimleri vardir. Bu nedenle serbest radikaller ¢tek alici

(oksitleyici) veya verici (redukleyici) 6zefle sahiptir. Serbest radikallerin oksijen

molekdlleri ile reaksiyona girmeleri sonucu ¢ok dragerici hidrojen ve énemli bazi

organik molekullerin peroksit radikalleri clur.

radikaller hedef DNA molekulinde oksidatif hasachacarlar (40).

12
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2.4.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri (SOR), hidroksil, stuplsit, nitrik oksit ve lipid peroksid
radikalleri gibi deisik kimyasal yapilara sahiptir. Serbest radikal dradoku
hasarindan sorumlu olan hidroksil radikalleri (OHki) ana yolla olgur. Bunlar
reaktif oksijen metabolitleri (ROM) ve reaktif rofen metabolitleri (RNM)
Uzerinden olgan radikallerdir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nerskrbest radikaller,

oksijenden olgan radikallerdir (40).

SOR icinde en 6nemlileri, stuper oksit radikali; {9 hidroperoksit radikali (H®),
hidrojen peroksit (bO.), hidroksil radikali (OH"), singlet oksijen'@,)'dir (21).
H,0, ve 'O, tanimlamada bir serbest radikal olarak sayilmaf#kat serbest radikal
Ozelligi gosterirler. Biyolojik agidan ger onemli serbest radikaller veya onlarin
denkleri ise lipid hidroperoksid (ROOH), lipid pé&sid radikali (ROO’), lipid
alkoksi radikali (RO"), nitrik oksit (NO') ve nitpen dioksit (NQ) gibi radikal
turleridir. RNM, NO,, peroksinitrit (ONOOH), diazot trioksit (Ds) ve hidrojen
nitrit (HNO,) dir. Bu radikallerin hepsi oksidatif stresin parcasidir (40).

2.4.2. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, SOR’in, hiicre membranindakiyrdams yag asitleri,
fosfolipidler ve glukolipidlerin peroksidasyonunaden olma sureci olup, bu sirec
sonunda ciddi bicimde membran hasari ve fonksiyaybk olgur (38). Insanlarda
bircok hastaliin etyopatogenezinde, lipid peroksidasyonunun uyasi ile organ ve
dokularda a@a c¢ikan hicre membrani hasari sucglanmaktadir.  Lipid

peroksidasyonuna neden olan SOR eksojen ya daenkaynakli olabilir (41).

KT, RT, iskemi ve bazi ilaglarla ortaya ¢ikan SAOBid peroksidasyonuna neden
olmakta ve bunun sonucunda aldehitler, hidrokarigazlari ve malondialdehit
(MDA) olusmaktadir. Mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bilesik olan MDA,
doku, kan kompenentleri ve vicut sivilarinda Olghelipid peroksidasyonunun iyi
bir gostergesi olarak kullaniimaktadir (41,42).
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MDA, U¢ veya daha fazla cift Baiceren y& asitlerinin SOR ile peroksidasyonu
sonucunda meydana gelir vegel lipid peroksidasyon Urunleri ile uzak bélgelere
diffize olabilir. MDA ve dger Grlnler, hicrelerde gecirgenlik ve inflamasyon
artisina, araidonik asid salinimina ve bunun sonucu olarak cetharde sisme ve
membran riptirine neden olmaktadir. Ayni zamandéy'®a bazlar ile reaksiyona

girerek zincir kopmalarina yol agcmaktadir (42).

2.5. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLER

Canli hicrelerde bulunan protein, lipid, karbonatdre DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirabiteddelere antioksidanlar, bu
olaya da antioksidan savunma sistemleri denmektéditioksidan sistemler tir,
organ, yg, cinsiyet ve cevresel faktorlerden etkilenmektedintioksidan sistemler

hiicre ici ve hiicre ¢ ortamda farklidir (39).

Normal sartlar altinda SOR uretimi ve yikimi arasinda bienge vardir.

Organizmada okan oksijen radikallerine kar koruyucu sistem olan antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengenin radikallenkekaymasi oksidatif stres olarak
adlandirilir. Hucreleri oksidatif streslere kakoruyan antioksidan sistem enzimatik

ve nonenzimatik olarak ikiye ayrilir (43). Tablal2’ antioksidanlar gosterilgtir.

Tablo 2. Antioksidanlar (43).

Enzimatik Nonenaitik

Siperoksit dismutaz Glutatyon Albimin

Katalaz a-Tokoferol(vitamin E) Seruloplazmin

Glutatyon peroksidaz Askorbat (vitamin C) Transferrin

Fosfolipid hidroperoksit B-Karoten Ferritin

Glutatyon S-transferaz Flavonoidler Laktoferrin

Glutatyon rediiktaz Urat Melatonin
Bilirubin Sistein
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2.5.1. Superoksit Dismutaz:SOD aerobik hicrelerde oksidatif streseskaemel
savunma sistemi olarak bilinen bir metalloenzim8@©D, SOR’nin en 6nemli Uyesi
olan superoksit anyonunun {Qp enzimatik dismutasyonunu gercekigr. Boylece
O, hidrojen peroksite (40,) donur. Bu yolla SOD oksijen toksisitesinden
koruyucu sistemin en dnemli ve ilk basammala rol oynar. KO, toksik bir Grandur.
Olusan HO, CAT ve GSH-Px tarafindan oksijen ve suya parcaldtaakr (42).

2.5.2. Katalaz: CAT antioksidan sistemin ¢ dnemli enziminden bltp yapisinda
demir iceren bir tetramerdir. CAT, ,8,i dogrudan parcalayarak etki eder. CAT
H.O.'e kari rolatif olarak dguk afinite gostergiinden, CAT aktivitesi HO'in
yuksek konsantrasyonlarinda daha o©nemli hale gebdek DGtk H,O,
konsantrasyonlarinda, metil veya etil hidroperd&sitmetanol, etanol, fenol gibi
kicuk molekullt elektron vericilerini indirger. Eimzin bu iki tir aktiviteden
hangisini gostere@e bata HO,in Uretim hizi olmak (zere ofan

biyomolekdllerin tir ve miktarina igamhdir (44).

2.5.3. Glutatyon Peroksidaz:GSH-Px, Q’un SOD tarafindan giderilmesi sonucu
ortaya c¢ikan toksik trin 4@, ve lipid hidroperoksitlerinin redikte GSH vaihda
rediklenmesi reaksiyonunu katalizleyen enzimdir).(38SH-Px, bgta karacger
olmak uzere eritrositler, kalp, alker, bobrek, gbz ve beyin gibi dokularda
bulunmaktadir. GSH-Px'in en ©6nemli Ozelliklerinddmirisi selenyum bgamli
olmasidir. Ayni zamanda, GSH-Px®}'in distk konsantrasyonlarina daha hassastir
(45).

2.6. PROPOLS

2.6.1. Propolisin Kayna ve Kovanda Kullanimi

Propolis kelimesi yunancgehrin savunulmasi (pro-6n, savunma, pedhir)
anlamina gelmektedir (46). Bal arilarn propoligaa kabuklarindaki catlaklar ile
yaprak tomurcuklarindan toplamaktadir. Recingnenmekte, tukurik enzimleri
eklenmekte ve kismen sindirilgnimateryal, balmumu ile katirilarak kovanda
kullaniimaktadir (46,47).
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Propolisin Uretimi i¢in arilar tarafindan kullamlamateryal, bitkilerin yara
bdlgelerinden salgilanan maddeler olalgidjibi, yapraklardaki lipofilik materyaller

ile recine, musilaj, zamk gibi maddeler de olabikteglir (48).

Propolisin  kayngini olwturan bitkiler kavak Ropulus spp, kayin fagus
sylvaticg, hus (Betula albg, kestane Qastanea satia atkestanesi Aesculus

hippocastanum akca gac Alnus glutinosave caitli kozalakl gzaclardir (46).

Bal arilari propolisi, kovanda alan catlak ve yariklarin kapatilmasi, gideliginin
kicultilmesi, yavru yeftirmek Uzere hazirlanan petek hicrelerinin cilalasm
kovanda olddrtlen yabanci boceklerin kghasinin engellenmesi ve bakteriyel
kontaminasyonun dnlenmesi gibi pek cok amagcla kaotlaktadirlar (46).

2.6.2 Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Propolis recineli ve yagkan bir madde olup rengi kayfiaa ve depolama siresine
bagll olarak sari-ygilden koyu kahverengiye kadar gigebilmektedir. Sgukta sert
ve kirilgan, sicakta ise yuryak ve yapgkan bir yapisi vardir (46).

Ham propolisin bilgimi kaynaina gore dgismekle birlikte, genellikle %50 recine,
%30 mum, %10 esansiyel ve aromatiglga, %5 polen ve %5 oraninda aminoasit,
mineral, vitaminler iceren ¢#li maddeler ile bioflavonoidler olarak bilinen

bilesiklerin yuksek aktiviteli kagimindan olgmaktadir (47).

Dunyanin dgisik bolgelerinden toplanan propolis 6rneklerinde 'ge@ fazla
kimyasal bilgik tanimlanmgtir (48). Propolis; polifenoller (flavonoid agliktar,
fenolik asitler ve onlarin esterleri, fenolik aldadr, alkoller ve ketonlar),
seskuiterpen kinonlar, kumarinler, steroidler, amasitler ve inorganik bikgkler gibi

cesitli kimyasal bilesikler icermektedir (47,48).

Propolisin  yapisinda pinosembrin, akasetin, krisiatin, katgin, naringenin,
galangin, luteolin, kamferol, apigenin, mirisetkyarsetin gibi flavonoidlerin yani
sira kafeik asit ve sinnamik asit gibi fenolik &sitde saptanngtir (47,48). Ayrica
propoliste magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), iyot (ptasyum (K), sodyum (Na),
bakir (Cu), cinko (Zn), manganez (Mn) ve demir (§&i mineraller ile A, B, By,
Bs, C ve E vitaminleri ile ¢cok sayida gasidi tanimlannstir (48).

16



Propolis toplamak ic¢in kullanilan bitki kaygia propolisin kimyasal yapisini
belirlemektedir. Propolisin kimyasal bgleni toplandgl alanin vejetasyonuna
baglidir (47). Propolisin toplanma sezonu da, aynigbden toplanan propolisin
kimyasal yapisini etkileyebilmektedir (49). Ogive Akdeniz Bolgesi'nden (Sicilya
ve Adriyatik kiyilari) toplanan propolis tek tip @ik goOsterip, temel bikgeni
diterpenik asitler (50) iken, Brezilya'da 12 farkipte propolis tanimlanmgiir (51).
Karasal iklime sahip bdlgelerden toplanan propol{gisya, Avrupa, Kuzey Amerika
vb.) balica kayn@nin kavak bitkisi tomurcuklari olgw belirlenirken, bu
propolisin ¢aitli flavonoidleri iceren fenolik bilgikler, aromatik asitler ve onlarin
esterleri bakimindanzengin oldgu belirlenmgtir (47). Kavak &aci karasal
bolgelerde yaygin olarak go6zlenirken, tropik ve tsok bolgelerde
yetismemektedir. Bu sebeple bu bolgelerde bal arilagkdagropolis kaynaklarini
tercih etmektedirler. Boylece tropik bolgelerdetiie@ propolisin kimyasal yapisi
kavak propolisinden tiimiiyle farkli olmaktadir (58)tnesin, Brezilya propolisinin
ana bitki kayngl Baccaris dracunculifoliair ve bu propolis tipinde temel kimyasal
bilesik sinifi prenillenmg p-kumarik asit ve asetofenon tirevleri olup kawvgk
propolisten tamamen farkli olarak diterpenler, $iglar ve flavonoidler icerdi
belirlenmitir (52). Kuba propolisinin  ana bieni ise poliizoprenillenngi
benzofenonlardir ve bu yapi Kiiba propolisini Avruga Brezilya propolislerinden
farkl kilmaktadir (52). AyricaClusia minor Clusia major(Guttiferag, Araucaria
heterophyllave farkli Baccharis turlerinin Veneziella ve Brezilya’dan toplanan
propolisin  6nemli kaynaklari olgw bildirilmisti. Bu bitkilerin tropikal
propolislerde daha ©6nce rapor edilen poliprenillanbenzofenonlar ve g#li
diterpenler icerdii belirlenmktir (52-54). Benzesekilde klerodan- ve géli labdan-
tipi diterpenoidler karasal iklim propolislerindelbnamamgtir (52). Flavonoidlerin

ise tropikal propolislerde de mevcut ofgdubelirlenmitir.

Tropikal bélgelerden toplanan propolisin karasdimie sahip bolgelerden toplanan
propolisten farkli kimyasal yapi gbéstermesinin medeejetasyon farkligidir (52).
Tarkiye'nin  farkli  bolgelerinden toplanmi propolislerin  ana bikgenlerinin
naringenin, galangin, krisin, pinobaksin, kuarsegihi flavonoidler ve kafeik asit
gibi fenolik asitlerden olgtugu gdsterilmgtir (55). Genel olarak propolisin kimyasal

yapisi Tablo 3'de verilngtir.
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Tablo 3. Propolisin kimyasal yapisi (47).

Bilesik sinifi Bilesen gruplari Miktari
Recine Flavonoidler, fenolik asitler ve esterlerj 45455
Mumlar ve y& asitleri Balmumu ve bitkisel orijin %23-35
Esansiyel yglar Ucucular %10
Polen Proteinler (16 serbest aminoasit >%1) %5

. . . Cogunlukla demir ve ¢inko 14’0 mineral,
Diger organik ve mineral maddeler ] .
ketonlar, laktonlar, kinonlar, steroidler, %5

benzoik asit, vitamin vgekerler

2.6.3. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Propolis ¢ok eski zamanlardan beri halk tibbindalakdmaktadir. Caitli
calismalarda propolisin su, metanol, etanol, eter e skstraklarinin antibakteriyel,
antifungal, antitimoral, antioksidan, immunomodditave dper faydali biyolojik
etkileri cok sayida asairmaci tarafindan ispatlangar (56). Argtirmalarda en ¢ok
kullanilan propolisin etanolik ekstraktinin, granozpiflere daha belirgin olan
antibakteriyel (15,16,57,58), en fazZzandidaalbicansa olmakla birlikte Candida
turleri ve dermatofitlere kar antifungal (16,59-64), influenza (16), herpes ks
ve reovirls Uzerine antiviral (66), antiinflamatuvd8,67), lokal anestezik (68),
antioksidan (16,69-72), noroprotektif (71), radyatpktif (73), kardioprotektif (74),
hepatoprotektif (75), immunostimulator (19,76),ostatik (50), yara iyilgmesi
(18,77) ve gastrik Ulser tizerine olumlu etki godit@r(78) belirlenmgtir.

Farkli orijine sahip propolis 6rneklerinin biyolbjiaktiviteleri ile ilgili cok sayida

calisma bulunmaktadir. Brezilya propolisinin antibakyeti(79,80), antifungal (81),
antianjiojenik (82), sitotoksik (53), antitlser (@ epatoprotektif (84) analjezik ve
antiinflamatuar aktivitesi (85) belirlenirken, Balgstan propolisinin antifungal (82)
ve bakterisidal (86) aktivitesi belirlengtir.

Gunumuzde Turkiye propolisinin, antifungal (87-90antibakteriyel (89-92),
antioksidan (70, 93), antikarsinojenik (94), yayadesmesini hizlandirici (77) ve
genotoksik (95) etkisi gibi bazi biyolojik aktieleri ortaya konmgiur.
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Propolisin 6nemli bir bilgeni olan flavonoidlerin, antiinflamatuar, antiokaid
serbest radikal temizleyici, antitimoral, hepatogktf, vaskiloprotektif, antitlser,
intestinal motilite ve sekresyon inhibisyonu, astemprotik, antialerjik,

antimikrobiyal ve immunomodulatuar 6zellikleri rapadilmistir (96).

Propolisin polifenolik birlgenlerinden kimyasal ismi 3,4 hidroksisinnamik ad#n
kafeik asit (CA), hidroksisinnamatlarin biyolojidamak aktif Gyelerinden birisidir
(43). CA’in gucli antibakteriyel (97), antioksidafy2,98), noroprotektif (72),
antitimdral ve immunmodulator (99,100) 6zellik gidigi, kafeik asit fenetil ester
(CAPE)'in ise antioksidan ve serbest radikal teetizi (101,102), anti-
inflammatuvar (103,104), antikarsinojenik (103,1@H), vazodilatator (107),
immunmodulatér (99,100) ve noroprotektif (108) aejkisterdgi belirlenmitir.

Degisik Ulkelerden elde edilen propolisin farkli kimyasgapiya sahip olmasi,
onlarin farkh biyolojik aktiviteye sahip olmasim&den olmaktadir. Ancak bu durum
her farmakolojik 6zellik icin ayni dgldir. ilging bir sekilde, karasal ve ekvatoral
bdlgeleri icine alan farkh bolgelerden toplananfaekli kimyasal yapiya sahip olan
propolislerin benzer biyolojik aktiviteler gostegdibulunmutur (44,53). Propolis
kovanda infeksiyonlardan korunma amacl kullaniltadk ve dgisik propolis
tiplerinin hem antibakteriyel, hem de antifungaleliik gostermesi dgaldir. Bu
sebeple gozlenen aktivitenin sadece belirli biesikl grubuna atfedilmesi dwpu
degildir. Nitekim propolisin antibakteriyel aktivitesden sorumlu bikgk gruplari;
kavak tipi propoliste flavonlar, flavononlar, fertoksitler ve onlarin esterleri iken,
Baccharistipi (Brezilya) propoliste prenillenmip-kumarik asitler ve diterpenler ve
kirmizi kiiba propolisinde prenillengibenzofenonlardir (44). Bu nedenle propolisin
biyolojik 6zellikleri konusunda yapilan cgtnalara antibakteriyel 6zedii dnculik
etmistir (44).

2.6.4. Propolisin Biyotransformasyonu ve Toksisites

Propolisin metabolize edilmesi hakkinda detay&rétir bilgisi olmamasina kan,
icerdigi bilesiklerin bir kacinin metabolizmalari bilinmektedBunlardan 6zellikle
en iyi bilineni flavonoidlerdir. Flavonoidler baidgan emildikten sonra buyik oranda

karacger daha az oranda barsak duvari ve bobrekte metabalurlar (96). Ham

propolisin toksik etki gostermegi diustntlmekle birlikte, kimyasal yapisinin
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degisken olmasi ve standardizasyonunun tam olarak yaplgnolmasi bu konuda
daha fazla agtirmaya ihtiya¢c duyuldgunu gostermektedir (53). Arvouet-Grand ve
ark. (109), propolis ekstraktinin oral kodozunun farelerde 7340 kg dan fazla
oldugunu, Hrytsenko ve ark. ise farelerde oralsb@ozunun 2050mgg ve LDigo
dozunun ise 2750 nkg oldusunu bildirmglerdir (110). Ghisalberti ve ark. ise
propolisin eter soliisyonunun farelerde 350/kggdozda toksik olmagdini ve hem
alkol hem de eter soliisyonunun dg0dozunun 700 mgg olduysunu ifade etnsitir
(111). Ayni aratirmaci kedilere subkutan yolla 100 fkg verilen propolisin tolere
edilebildigini bildirmistir. Dobrowolski ve ark. farelere oral olarak 700ykg
oraninda propolis verildinde propolisin iyi tolere edil@ini ve 48 saatlik g6zlem
suresi boyunca olim olmagmni bildirmiglerdir (112). Propolisin  6nemli
bilesenlerinden olgan flavonoidlerin, 250mggrligindaki ratlar icin L3y dozunun
8000-40.000 mixg oldusu Dbelirtilmistir (113). Arvouet-Grand ve ark. propolis
ekstraktinin ve propolis merheminin gawnlari irrite etmedini belirtmiglerdir (108).
Kleinrok ve ark. BalbC fareler ve Wistar ratlardeogolisin intraperitonal (ip) alt
esik dozunun sirasiyla 10-100 kg ve 1-400 mékg oldusunu rapor etnstir (114).
Brezilya ve Cin propolislerinin etanolik ekstraklzdan hazirlanan stispansiyonlarin
5 haftalik farelere 2230-4000 kg oraninda verildikten iki hafta sonrasi 6lim
gozlenmedii, voicut a&irhklarinin arttgt ve nekroskopide anormallikler
gozlenmedii bildirilmistir (115). Hollands ve ark. Wistar ratlarin icmeysna 30
gun sureyle 1875 nikg/gun, farelerin ise 60 gin sureyle 2470/kgggin propolis
eklendginde, kontrol grubuna goére hayvanlarin klinik gdigin davrary, idrar
ctkist, viacut &gl ve mortalite oranlarinda geiklige yol acmadiini
bildirmislerdir (116). Ikeno ve ark. ratlarin icme suyunadiB siresince 1 mml
(150 g arhgindaki rat icin 150 migin ya da 1000 nikgg/gin) propolis
eklenmesinden sonra serum glikozu ya da amilaxitdgi ile pankreas, parotis bezi
ve karacger dokularinda herhangi bir gigiklige yol acmadiini bildirmislerdir
(117).
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel cayma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan CetyasDeneysel ve
Klinik Arastirma Merkezi 'inde (DEKAM) Eylil 2006 - Eylul 2@0tarihleri
arasinda gercelgderildi. Calismada kullanilan deney hayvanlari DEKAM tarafindan
uretildi. Biyokimyasal dgerlendirmeler Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dalinda, histolojik derlendirmeler Erciyes Universitesi Tip
Fakultesi Patoloji Anabilim Dal’'nda yapildi.

3.1. HAYVANLAR

Calismaya Erciyes Universitesi hayvan iretim evindenineedlilen, 48 adet, 230-
310 gr a&rhginda erkek Wistar cinsi rat alindi. Ratlar, havdlama sartlari
sglanms, gung 1sigl alan odalarda ve her birinde doért ratin buluhdwzel
kafeslerde tutuldular. Camaya balamadan onceki yedi gin suresince ratlar oda
sicaklginda (22+2C), 12 saat dgal aydinlik-karanlk periyodunda barindirildilar.
Beslemek icin piyasada olan standart diyet ve deiekadar ¢cgme suyu verildi.
Sular her gun d@stirildi ve kafes temizigi gin giri yapildi. Standart yedi gunluk
alisma periyodundan sonra gahaya balamadan 12 saat 6nce benzer metabolik

durumu sglamak icin su kisitlamasi yapmaksizin yiyecek kasasi yapildi.
3.2. PROPOLISIN KAYNA GI VE KIMYASAL ANAL izi

Propolis Kayseri’'nin Bunyan ilgesinde an kavak gaclarinin bulundgu boélgede
yer alan kovanlarin cercevesi tzerlerinden 2004 eylul ayinda toplatilarak satin
alinmstir. 30g propolis %80 etilalkol ile 3 giin boyundestak edilmgtir. Ekstrak

Whatmann filtre kfidindan stzulmgitr. Islem 2 kez tekrar edilerek ozitler
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birlestirilmi stir. Elde edilen 6zutin alkoli vakum evaporatordgurularak saf
propolis kullanima hazir hale getirilgir. Bir mg propolis ekstrakti %1
trimetilklorosilan (TMCS) iceren beherde %0 pyridine + 100ul bis-trimetilsilil
trifloroasetamide (BSTFA) ile 168 de 30 dakika reaksiyona birakilarak gaz
kromatografinda incelenmek tzere hazirlagtmiPropolis ekstraktinin bigenlerinin
kimyasal analizi Bankova ve argelistirdigi metot temel alinarak yapilgtir (118).
Bir ul 6rnek gas kromatografi-kitle spectrometriye (GKXenjekte edilerek analiz
edilmistir. Analiz Agillent Gas Kromatograf 6890, 5973 lkitspektrometre ile
yapilims olup, 30 m uzunluk, 0,25 mm i.d, 0,25um film kakmda kapiller kolon
kullaniimistir. Tasiyict gaz olarak 10 mdk aks hizinda helyum gazi kullanilgtir.
Propolisin analizinde Bkangic kolon sicak# 10F°C (5dk) olup, sonra sicaklik
150°C ye cikarilmgtir. Daha sonra iki dakika 190 de tutulmgtur. Son olarak ise
ikiser °C artinlarak 286C’ye cikartiip 60 dakika 28C de tutulmgtur. Analiz
sonuclarinda belirlenen pik gerler referans kitiphanesi ile tanimlagimni

Propolisin etanolik ekstrakt érneklerinin aleri Tablo 4’de verilnstir.

Tablo 4. Kayseri propolisinin etanol ekstrake drneginin kimyasal bilesenleri (119}

TIC% RT dak TIC% RT dak
Bilesilkder Bilesikler
Yag ve aromatik asidler Flavoneidler
0-Okadesenoik asid 1.46 2522 Krisin 10.62 34.38
2-Propenoik asid 4.88 27.53  Esterler
Kafeikasid 3145 20.19 Sinnamil sinnamat 111 10.00
Alkel, keton ve terpenler Digerlert
I-Naftalenmetanol 0.9 1524 1-Fenatrenkarboksialdehid 0,92 25,97
1-Propen-l-on 8.81 20.85 Benzenamin 1.67 26.60
4H-1-Benzopiran-4-on 673 3129 Eikesan 158 715
Kumaran-5,6-diol-3-o0n 0.87 315 Heptakosan 7.97 432
Benzofuran-3-en 2.94 3519 Siklotrisiloksan 0.50 3506

TIC/%: Total ivonalasnimn yizdesi, RT: Hafiza zamam.
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3.3. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI VE PROPOL iS
EKSTRESININ ILE METATREKSATIN UYGULANMASI

Deneysel cagma kirk sekiz Wistar-Albino erkek rattan glu ve —randomize- her
biri 12 hayvandan okan dort gruba bolindusEkil 4].

MTX grubu |-10[-9[-8 5[4 [-3[-2]-1{0| =M intraperitoneal SFuyguland:

Y v T | T* ' ﬂ B ; Intraperitoneal MIX uvgulandy,

Propolis-MTX grubu [-10]-5 J-E]-7[-6]-5]-4 [-3]-2[-1]¢C
¥;0ral propolis uvguland:
by ybe s Tyl
Propelis grubu [-10]-8[-B]-7]-6[-5]-4 [-3]-2[-1]0 | 4‘:.|:J'|'::I|:'Ii5tilnz-5uujrgulam:ll.
R A e N
Kontrol grubu [of-g[-8[-7]-6]-5[-4[-3][-2]-1]0] ¥, Ratlarildirildi.

Seldl 4, Cahsmamn sematikolarakifade edilmesi

MTX grubu: On gin —plasebo- distile su oral verildi sekizinci ginde tek doz
MTX (20 mgkg, ip) uygulandi

Propolis-MTX grubu: On gun propolis (100fkg vicut &irhigl) oral olarak verildi
ve sekizinci ginde tek doz MTX (20 kg, ip) uygulandi.

Propolis grubu: 10 gin propolis (100fkg vicut &rhg) oral olarak verildi ve
sekizinci ginde MTX yerine ip serum fizyolojik uylgandi.

Kontrol grubu: 10 giin plasebo ve sekizinci gindeX\Werine ip SF uygulandi.

Propolis soltisyonu vesié miktarda plesebo (oral distile su) gaha suresince her
giin ayni zamanda oral yolla 3 in¢-16 gauge gav@j ile verildi.Ilaclarin dozu ve
uygulamasekilleri daha 6nceki deneysel gahalar esas alinarak belirlendi (120-
123).
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3.4. ORNEKLERIN ALINI S SEKL i VE SAKLANMASI

MTX uygulamasina b#i en siddetli mukoza hasarinin ortalama 72 saat sonra
olustugu gosterildgi icin (124), calgmanin 8. gund ip MTX yapildiktan 72 saat sonra
tum ratlar genel anestezi -ip 50mg/kg ketamin- ulgpas! ile dldurdalda.
Oldurtlmeden 6nce intrakardiyak 4-5cc kan @naindi ve kan numuneleri 3000
rpm de 10 dakika santriflj edilerek plazmalari layriElde edilen plazma, oksidatif
stres belirteci MDA ve antioksidan enzimlerden GBx-ve SOD aktiviteleri
calisilana kadar -8tC'de saklandi.

Oldurtldukten hemen sonra ratlarin kagaci ve ince barsaklari cikarildince
barsaklar buzlu izotonik saline solliisyonunda yikitash sonra histolojik inceleme
icin formolin igine konuldu. Karager dokusu, oksidatif stres belirteci MDA ve
antioksidan enzimlerden GSH-Px, SOD ve CAT aktigiie calsilana kadar -
80°C’de saklandi.

3.5. KARACIGER DOKU HOMOJENATLARININ HAZIRLANMASI

Karaciger doku oOrnekleri cagma gunune kadar -80°C'de dondurularak saklandi.
Karacigerden doku homojenatlarinin hazirlanmasi sirasyagdan tim glemler buz
icerisinde ve 4°C de ylrataldid. Homojenizasygiemi, teflon uclu homojenizatér

ile gerceklatirildi.
Doku homojenatlariyla ilgili dier metodolojik 6zellikler isgu sekilde idi:

1. Karacger dokusu ¢ozduruldiukten sonra 3 kegusosu ile yikandi. Hassas terazi
ile 1.0 g &irliginda tartilan yg@ doku ornekleri 0.01 NHCI ile hazirlanan 5,0 ml
%5'lik TCA c¢oOzeltisi ile homojenize (Jankee KunK&A-Laboortechnick Ultra-
Turrax T25) edildi.

Doku homojenati (1/5; w/v), 13.000 rpm’de 15 dakéantrifije edilerek (§ma
3K30 Laborzentrifugen GmbH, West Germany) elde esdilproteinsiz-asit
supernatan ayni gun total ve okside GSH tayinindiaildi (125,126).
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2. Buzu coOzdurulen Bka bir karagter dokusu hassas terazi ile 1,5 @rlaginda
tartildiktan sonra, 0.25g yadoku/ml homojenat olacakekilde 0.015 VI PBS
(pH:7,4) ile homojenize edildi (127).

3. Ayni homojenatin (I /4; w/v) geri kalan kismip05M PBS (pH:7,4) ile 1/10 (w/

v) oraninda dilie edildi. Byekilde hazirlanan homojenat, 3000 rpm'de 30 dakika
santrifije edildi ve elde edilen stpernatanin bsnk ayni giin MDA dl¢cimuinde
kullanildi (128).

4. Supernatanin gier kismi, 13.000 rpm'de 30 dakika sire ile san&iédildi. Elde
edilen supernatan, SOD, GSH-Px, CAT aktiviteleridigiimunde kullaniimak tzere
alikotlar halinde -80°@e dondurularak saklandi (128).

3.6. MALONDIALDEH iT TAY iNi

Lipid peroksidasyonunun yikim drtnlerinden olan MBW oOlcimuinde kullanilan
spektrofotometrik metodlarin buayuk bir kismi, MD®W tiyobarbitirik asit (TBA)
ile reaksiyona girerek, 532 nm dalga boyunda malsinabsorbans veren pembe

renkli bir kompleks olgturmasi prensibine dayanmaktadir (129).

Karacger doku homojenati ve plazma MDA tayininde, Ohkawveaark.'nin (130)
gelistirdigi metot kullanildi. Stpernatanlardan 0,1 ml alikggoakli cam tuplere
konuldu. Uzerlerine sirasiyla 0,1 ml sodyum dodssilfat (% 8,1), 0,75 ml asetik
asit (%20: pH=5), % 0,8 TBA ve 0,3 ml distile sulezlerek iyice kastirildiktan
sonra gizlari sikica kapatilan tipler, kaynar su banyoaustel dk kaynatildi. Musluk
suyu ile sgzutulan tuplere, 0,5 ml distile su ve 2,5 ml n-buifpiridin (15:1)
karisimi eklenerek vorteksle iyice katrildi.

Tlplerin 4°C’de 4000 rpm'de 15 dk santriflije ediginée elde edilen pembe organik
fazin absorbansi, 532 nm'de, distile su ile aghkilde calgilan kdre kagi 6lculdi.
Degerlendirme standartge tzerinde yapildi. Standargreden elde edilen karager
doku homojenati ve plazma MDA seviyeleri Lowry y@mine gore (131) sirasiyla

nmol/mg protein ve nmol/ml olarak verildi.
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3.7. SUPEROKYT DISMUTAZ AKT iVITESI TAYiNi

Calsmaya alinan ratlarin karger doku homojenati ve plazma SOD aktivitesi

tayininde Sun ve ark. (132) tarafindan gigiien metot kullanildi.

Metodun prensibi; ksantin oksidaz (XO) ile ksantirmksidasyonu sirasinda g
ctkan superoksit anyonu £0), nitroblue tetrazolium (NBT) gibi boyar maddeleri
redukleyerek formazonlari aiturmaktadir. @’un H,O,'e dismutasyonunu gkayan
SOD varlginda, X0 reaksiyonlari ile Uretilen,Osurekli tiketilecginden, NBT ile

reaksiyona giren © miktari azalacak ve bu yolla formazon @lmu 6nlenecektir.

SOD aktivitesi, XO'In katalizlegi tepkimede, NBT reduksiyonunun inhibisyon
derecesine I olarak 6lgulebilir. SOD aktivitesi yukseldik¢¢BT redaksiyonu ile

formazon olgumu azalacaktir.

XO

Ksantin L Urik asit +,0

NBT + O, ———— Formazon (redukte NBT)

SOD

2H'+ O —X—— D,

Calisma: SOD aktivitesi tayin edilecek her numune icin, l&amp hacim 2.45 mi

olacaksekilde, gagidaki konsantrasyonlarda bir deney kemi hazirlandi:
0,3mM Ksantin 1,0 ml
15QuM NBT 0,5 ml

0,4M sodyum karbonat 0,3 ml

0,6 mM EDTA 0,5 mi
1gr/L BSA 0,15 ml
Deney kammi 2,45 ml
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Deney kagimi pipetlenen numune tiplerinin Gzerine, plazmakeaeacger doku
homojenatlarindan elde edilen 0,5 ml dille stupamate deney kapmi iceren
kontrol tipltne, 0,5 ml 0.01M fosfat tamponu (pHJ)7ilave edildi. Deney tipleri
25°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra, her hiridzerine git zaman araliklari ile
0.05 ml 167 U/L XO eklenerek reaksiyonslaildi. Tapler 25 °C'de 20 dakika
sureyle tekrar inkibe edildi. Bu surenin sonundag ysit zaman araliklari ile
tuplere | ml 0,8 mM CuClilavesi ile reaksiyon durduruldu. Numune ve kohtro
tuplerinde, formazon ofumundan kaynaklanan regkldeti, 560 nm dalga boyunda,
distile su korine kar spektrometrede okundu. SOD icermeyen kontrol nidgii
maksimum formazon ofumu (Optik Dansite (OD): 0.250) gozlendi.

Standart serinin hazirlanmas®OD (3300 U/mg solid/mg protein), 0,6 mg/ml
konsantrasyonda olacagkilde, distile su ile ¢6zuldi. Bu stok standa@10M fosfat
tamponu ile diliie edilerek, deney ortaminda sitaséy25; 12,5; 25; 50; 100 ng
konsantrasyonlarinda olacsgkilde, SOD ¢abma standartlari hazirlandi ve numune

gibi calsildr.

HesaplamaStandart seri ve numune tuplerinde % inhibisyogederi aagidaki

formulle hesaplandi;

% inhibisyon=_(kontrol OD- Numune OK)0
Kont®D

Standart seri icin hesaplanan % inhibisyongedkerine kagilik gelen SOD
kansamrasyonlari kullanilarak; SOD tarafindan NBditksiyon hizinin inhibisyon
grafigi elde edildi. Grafik yardimi ile numunelere aitiBhibisyon dgerlerinde Unite
SOD deerleri hesaplandi. Bu derler metodun uygulanmasi sirasinda kullanilan
dilisyon faktorleri ile carpilarak numunelerin gek¢ SOD (nitelerine ukad.
Karacger doku homojenati ve plazma protein miktarlaritagn edildi (131) ve
SOD aktivitesi spesifik aktivite cinsinden siraaiyly mg protein ve (L olarak

verildi.
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3.8. GLUTATYON PEROKSIDAZ AKT iVITESI TAY iNi

Karaciger doku homojenati ve plazma GDH-Px aktivitesi,glRave Yalentine'nin

birlesik enzimatik yontemi kullanilarak tayin edildi (183

Metodun prensibi; GSH’nin ¥D; ile oksitlenmesini katalizleyen GSH-Px reaksiyon
hizinin, GSSG-Rd reaksiyonu sirasinda tiiketile®DRA konsantrasyonu tzerinden

Olcilmesi esasina dayanmaktadir.

_GSH-Px SSH-Rd

A

"—> JGSH

7 x>

NADPH+H+ NADP+

2GSH + HO, —F— KO+ GSSH

Birlesik enzimatik reaksiyonlarla GSH konsantrasyonu tsaftuldusundan GSH-Px
aktivitesi, UV-spektrofotometrede 340 nm dalga lomya, NADPH'In NADP'a

donimU sirasinda gozlenen ODsdill Gzerinden dgrudan tayin edilebilir.

Hazirlanan deney karmini iceren tuplerin Gzerine 0.05ml numune dokpesiiatani
ilave edildi ve tupler 25 °C'de 10 dakika inkubelaid Quartz kivetlere aktarilan
inkiibasyon kagimlari Gzerine 0,1 ml 2,2 M #D2 pipetlenerek reaksiyon datildi
ve UV-spektrofotometrede 340 nm dalga boyundajlelist kdrtiine kar OD'deki
dists 4 dakika sire ile izlendi. Ayrica GSH'nin nonenaiik oksidasyonunu tayin
etmek i¢in, numune yerine distile su kullanilarké&r{trol), calsma tekrarlandi.

HesaplamaHer numune ve kontrol tlpU icin 2. ve 4. dakika&etéeri kullanilarak
AOD/dk deserleri hesaplandi. Daha sonra numux®@D/dk deerlerinden kontrol
degerleri ¢ikarilarak neAOD/dk degerleri bulundu.

GSH-Px unite (U/ml) dgerleri, metodun uygulanmasi sirasinda yapilgenilere
karsilik gelen dilisyon faktorleri ile carpilarak gekc&SH-Px aktiviteleri bulundu.
Karaciger dokusu ve plazma GSH-Px aktivitesi, sirasiylg frotein ve UL olarak

verildi.
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3.9. KATALAZ AKT IVITESI TAYIiNi

Karaciger doku homojenati CAT aktivitesi tayininde Toru ask. (134) tarafindan
gelistirilen metot kullanildi. Metodun prensibizB2’in CAT tarafindan O2 ve pD'a
parcalanmasi esnasinda reaksiyon skarndaki absorban @eiminin oOlgcllmesi
esasina dayanmaktadir.

CAT

2H202 Yy 5 @"‘ 2Hzo
Cozeltiler: 1. 0.05 M Fosfat Tamponu (pH = 7,0)
2. %0.1828, (0,05 M, pH=7.0, Fosfat tamponu icinde hazirlandr)

Calisma: Deney tuptne 2 ml 0,05 M, pH 7,0 fosfat tamponu, | ml % 0,18282
pipetlendi. Ortama daha sonra 100 I/ml CAT standaltisyonu pipetlenerek 25
°C'de 240 nm dalga boyunda deiyonize su koring kaektrofotometrik olarak 10
dakika absorban d@esimi izlendi. CAT aktivitesinde 4 dakikadan sonra tesisim
gozlenmediinden, cagmada CAT aktivitesinin 4 dakika boyunca izlenmegjun

bulundu.

Standart serinin hazirlanmas$tandart olarak saf CAT (Bovine Liver Catalase,
Sigma) kullanildi. 2,5, 5,0, 7,5 ve 10,@/ml konsantrasyonlarda KAT standart
sollisyonu hazirlandi. Deney tipune 2 ml fosfat @mop(0,05 M, pH = 7,0) ve | ml
% 0,18 HO2 pipetlendikten sonra ortama en son 10Gtandart eklendi. 25 °C'de
240 nm dalga boyunda 4 dakika sureyle spektrofotioknelarak absorban gesimi
izlendi. AOD/dk hesaplanarak bu gerlerle standart @i cizildi, AOD/dk
hesaplanarak CAT miktarlari standagriden elde edildi. Karager dokusu CAT
aktivitesi Lowry yontemi (131) ile protein tayiniagilarak Umg protein cinsinden

verildi.
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3.10.INTESTIiNAL MUKOZA iINCELEMESI

Butun ratlarin duodenumlari kesilerek ¢ikarildidaha sonra 5Smm’lik kesitler elde
edildi. Ornekler %10’luk formalin soliisyonunda tispdilip rutin doku takip
islemlerinden sonra parafin bloklara gomulerek saklaBu dokulardan histolojik
olarak dgerlendirmeye en uygun bloklarindan 5-6 mikron Wétta kesitler alinip
hematoksilin ve eosin ile boyandiktan sonra, pragear sik mikroskobunda
degerlendirildi. Morfometrik olarak, hematoksilen vezin boyali doku kesitleri
villus uzunlgu, villus/kript orani ve mukoza kaligh bakimindan incelendi (135).
Hucrelerdeki histopatolojik ggsiklikler, daha énce Howarth ve ark. tarafindanftari
edilen semi-kantitatif histolojik derlendirme yontemi ile derlendirildi (136). Bu
yontem ile, villus atrofisi (kuntkeme-flzyon), yizeyel eritrosit ve brush-border
harabiyeti, goblet hicre sayisinda azalma, mitgkir sayisinda azalma, kript
kaybryapisal bozulma, kript hicrelerinde harabiyet, krippsesi, notrofil
infiltrasyonu, lenfosit infiltrasyonu, lenfatik vieapiller dilatasyonundan ojan 11
kriter g6z 6nunde bulunduruldu. Bu histolojik hadagiskenleri, her rat icin 0'dan
(normal) 3’e (en yuksek hasar) kadar iki patolopfiadan kor olarak ayri ayri

derecelendirilerek toplam skorlar maksimum 33 diaekilde elde edildi.
3.11.ISTATISTIKSEL ANAL izi

Calisma gruplarinin villus boyu, villus boyu/kript orame semi-kantitatif histolojik
deserlendirme toplam skoru derlerinin kasilastirimasindaKruskal-Wallis One
Way Analizi metodu ve c¢oklu katfastirma testlerinden (Post Hoc Tests) Dunn’s
testi kullanildi. Cakma gruplarinin mukoza kaligly karacger doku homojenatre
plazma MDA, SOD, GSH-Px aktiviteleri ile karger doku homojenati CAT aktivite
degerlerinin kagilastiriimasinda tek yonlu varyans analizi (One-Way AKRY) ve
coklu kasilastirma testlerinden (Post Hoc Tests) Tukey ve Dunniesti kullanildi.
Veriler ortalamazstandart sapmaf SS) ve ortanca (minimum-maksimum) olarak
ifade edildi. Istatistik olarak P < 0.05 ise anlaml kabul edilBiitin analizlerde,
Statistical Package for the Social Scienc€&PSS) bilgisayar programi 13,0
kullanildr.
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4. BULGULAR

Calsma suresince MTX ve P-MTX grubundansigai rat MTX uygulamasindan
sonraki 48-72 saat arasinda exitus oldu. Propdaiskaentrol grubunda rat 6lumu
gozlenmedi. MTX ve propolis-MTX grubundaki tim eatila ishal gézlendi. Ancak
MTX grubundaki ratlarda ishal daha erkersladi ve dahasiddetliydi. Mortalite
degerlendirilmesi amacli istatistiksel kaastirma, gruplardaki rat sayisi az offlu
icin uygulanmadi.

4.1. HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

MTX'in neden oldgu intestinal hasar tzerine propolisin etkisingeldendirmek igin
ratlarin duodenum dokusunun histolojikgddendiriimesinde mukoza morfometrik
Olcimleri ve semi-kantitatif histolojik gerlendirme yontemi kullanildi.
Hematoksilen ve eozin (H&E) boyali doku kesitlenimhorfometrik analizinde villus
uzunlyu, villus/kript orani ve mukoza kahgh deserlendirildi. Semi-kantitatif
histolojik deserlendirme yontemi ile villus atrofisi (kingeme-fizyon), ylzeyel
eritrosit ve brush-border harabiyeti, goblet hiseyisinda azalma, mitotik figur
sayisinda azalmasi, kript kaybi/yapisal bozulmagpt Kriicrelerinde harabiyet, kript
absesi, notrofil infiltrasyonu, lenfosit infiltrasgu, lenfatik ve kapiller
dilatasyonundan ogan 11 kriter iki patolog tarafindan kor olarakgddendirildi ve
maksimum 33 olan toplam skor elde edildi. Mukozarforoetri ve semi-kantitatif

histolojik dezerlendirme verileri tablo 5'te verilrgir.
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Tablo &, Arastirma gruplanmn ince barsakdaki morfometrik ve histopatolojik parametreleri

MIX Propolis-MIX  Propolis Kontrol
Degiskenler n=10 n=10 n=12 =11 P
Ort£8% Ort=5% Ort=5% Ort£8%
Orte (min - max) Orte (min - max)  Orte (min-max)  Orte (min-max)
Villus boyu (mm) ~ 0.15£0.0% 0.23:0.04" 026001t 020 0,000 <0001
0.14(0.11-0.20) 0.22(0.18-0.31) 22014049 026(018-043)
Villus/kriptoram 2192 1.03% 3402270 39022708 1000820 <0001
1.83(1.46 - 4.80) 1800220620)  288(229-1182) 390(3.00-36T) T
Mk (mm) 0.32:0.07% 0.30:0,09% 0.46=0.07 0,440,000 0.002
0.32(0.18-0.40) 041(0.24-0.55)  0.44(D.35-0.80)  0.44(0.250.58)
SKHDTS 13.2024.16° 13.1025.53% 1.00:2.26% 2831470 <0001

23.00(17.00-3100)  16.00(4.00-18.00)

350(17.00-3100)  2.00(1.90-6.00)

Mk: Mukoza kalmhg, MIX: Metotreksat, Orte (min-max): ortanca (minimum-maximum), Ortz35;

ortalama=standart sapma, , SKHDTS; Semi-kantitatif histolojik degerlendirme toplam skoru, Alfabetik dst simgeler;

avm harfler gruplarm benzer oldugunu ayri harfler ise gruplann benzer olmadigim ifade eder.
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4.1.1.Villus Uzunlygu

Gruplarin coklu kaglastirlmasina gore, MTX grubunda gdir tim gruplara gore
anlamh dizeyde villus boyu daha kisa bulundu (B8D). Kontrol, propolis ve
propolis-MTX gruplari arasinda anlamli fark gézleedan(P>0,05). Kontrol grubu ile
diger gruplarin kaglastirilmasinda; kontrol grubu ile propolis-MTX ve palis
grubu arasinda anlaml fark bulunmaz iken, kongmlbuna gére MTX grubunda

anlaml olarak villus boyu kisa tespit edildi (Pe@1), ekil 5].
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MEtx Propolis-Mtx Propolis Kontrol
Gruplar

Sekil 5. Rat duodenum dokusu villus boyu tzerine MTX, pit@eMTX ve
propolisin etkisi

4.1.2.Villus/Kript Orani

Gruplarin c¢oklu kanlastiriimasina gore, kontrol grubuna gére MTX grubunda
villus/kript orani anlamli olarak @ik bulunur iken (P<0,001), kontrol ile propolis
ve propolis-MTX gruplart arasinda anlamh fark buhadi (P>0,05). MTX,
propolis-MTX ve propolis gruplar arasinda anlarfdrk gozlenmedi (P>0,05).
Kontrol grubu ile dger gruplarin kanlastirimasinda; kontrol grubu ile propolis-
MTX ve propolis grubu arasinda anlaml fark buluzniieen, kontrol grubuna goére
MTX grubunda villus/kript orani anlamli olarak dik tespit edildi (P<0,001). MTX
grubuna gore propolis-MTX grubunda villus/kript nradikkate dger olarak daha
yuksek olmasina kgin, istatistiksel olarak anlamli gédi (P>0,05). Bununla
birlikte, kontrol grubu ile propolis-MTX grubu anasla anlamli fark bulunmadi
(P>0,05), Bekil 6].
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Sekil 6. Rat duodenum dokusu villlksipt orani Gzerine MTX, propolis-MTX ve

propolisin etkisi

4.1.3. Mukoza Kalinlgi

Gruplarin ¢coklu kanlastirilmasina gore, kontrol ve propolis grubu araaiadlaml
fark bulunmaz iken, hem kontrol hemde propolis gné gore MTX grubunda
anlamh olarak mukoza kaligh distik bulundu (P<0,001). Propolis-MTX grubu ile
kontrol, propolis ve MTX grubu arasinda anlamlikfdgespit edilmedi (P>0,05).
Kontrol grubu ile dger gruplarin kanlastiriimasinda; kontrol grubu ile propolis-
MTX ve propolis grubu arasinda anlamli fark buluzniieen, kontrol grubuna goére
MTX grubunda mukoza kalirgh anlamli olarak dgiik tespit edildi (P<0,001). MTX
grubuna gore propolis-MTX grubunda mukoza kaginldaha ytksek olmasina
karsin, istatistiksel olarak anlamli gédi. Bununla birlikte, kontrol grubu ile
propolis-MTX grubu arasinda anlaml fark bulunmé@e0,05),5ekil 7].
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Sekil 7. Rat duodenum dokusu mukoza kalinlizerine MTX, propolis-MTX ve

propolisin etkisi

4.1.4. Semi-Kantitatif Histolojik Degerlendirme

Duodenum dokularinin H&E boyali kesitlerinirgik mikroskobu ile histolojik
degerlendirilmesi yapildi. MTX grubunda, villuslardellygin kisalma ve kintkne,
kriptlerde distorsiyon (dallanma), hasar ve dekime, kript apsesi, belirgin goblet
hiicre kaybi, lamina propriada notrofil lokosit venfosit infiltrasyonu ile damarsal
konjesyon goruldid. Propolis-MTX grubunda, bazi uslarda hafif kisalma ve
kiintlesme, goblet hicre kaybi ve lamina propriada lenfasiitrasyonu izlendi.
Kript histolojisi normaldi ve damarsal konjesyorspié edilmedi. Propolis grubunda,
villus ve kript histolojisi normal olup goblet higrkaybi gdzlenmedi, lamina
propriada hafif lenfosit infiltrasyonu ve damardadnjesyon mevcuttu. Kontrol

grubunda, villus, kript ve lamina propria normastoiojik 6zellikte idi gekil 8].
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Sekil 8. Ratlarda ip MTX tedavisinin neden oRlu intestinal hasar Uzerine
propolisin histopatolojik etkisi. A ve B (MTX grubuA’ da okla kripteki distorsiyon
ve derinleame, B’ de okla kript apsesi belirtilgtir. C ve D (propolis-MTX grubu); C
ve D’ de okla hafif kisalngive kintlgmis villuslar gosterilmgtir. E ve F (propolis
grubu); E ve F' de okla goblet hicreleri gostergitiini G ve H (Kontrol grubu);
normal histolojik bulgular gérilmektedir (A ve G XHH&E digerleri 20 x H&E).

Gruplarin SKHDTS'nin ¢oklu karastirmasina goére, kontrol ve propolis grubu
arasinda anlaml fark bulunmaz iken, hem kontrahthe propolis grubunda MTX
grubuna go6re anlamli dizeyde toplam skor yiksekurod (P<0,001).
Propolis-MTX grubu ile propolis ve MTX gruplari aiada anlamli fark bulunmaz

iken (P>0,05), propolis-MTX grubunda kontrol grulaugdre anlamli olarak toplam
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skor yluksek tespit edildi (P<0,001). Kontrol grubile diger gruplarin

karsilastirilmasinda; kontrol ile propolis grubu arasinddaal fark bulunmaz iken
(P>0,05), kontrol grubuna goére propolis-MTX ve MTgtubunda toplam skor
anlamh olarak yuksek tespit edildi (P<0,001). MTD¥Xubuna gore propolis-MTX
grubunda SKHDTS'u dikkate ger olarak daha guk olmasina karn, istatistiksel

olarak anlamli dgildi (P>0,05) Kekil 9].
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Sekil 9. Rat duodenum dokusu SKHDTS lzerine MTX, propolisXWe propolisin
etkisi.
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4.2. OKSIDATIF STRES PARAMETRELERININ DEGERLENDIRILMEST
MTX’in  neden oldgu oksidatif stres Uzerine propolisin  etkisinin
deserlendiriimesinde, karager dokusu ve plazma oksidan/antioksidan durumunun
gOstergesi olarak lipid peroksidasyonunun son UrNHDA dizeyleri ve endojen
antioksidanlardan CAT, GSH-Px, ve SOD aktivitel@igildi. MDA seviyeleri ve
CAT, GSH-Px, SOD aktiviteleri ile ilgili veriler tdo 6’ da verilmstir.

Tablo 6. Arasnrma gruplarmn karaciger dokusu ve plazma oksidatif stres parametreleri

MIX Propolis-MTX Propalis Kontral

Degiskenler n=10 n=10 n=11 n=11 P
Orez58 Ortz55 OrezS8 OrezS8
Ortc (min - max) Ortc (min - max) Ortc (min-max) Ortc (min-max)

MDA

Ke-(nmolmgpre)  3.1720.4% 207017 121025 L32=0.34 =0.001
3.052,74-4,09) 1.10(1,83-2.38) 1,22(0,87-1.61) 1.30(0.89-2,11)

Pl-{nmol‘ml) 5.36=0.90% 4212041 14220.5) 122042 =0.001
5.16(3.67-6.72) 4.04(3.76-5.11) 1.57(14711) 1.16(1.49-3.11)

50D

Ke-(Uimg, prt) 5.18=0.60% 6.54=0.73 11.50=].05® 11.88=] 490 =0.001
211(4.87-1.12) 6.56(5.01-7.60) 11.68(8.11-14.20) 11.64(9.8-14.2)

PLTL) 1511=1.25 18.81£1, 740 20,744,300 16.83=3.0% =(.001
14.82(13.77-16.4) 18.31(16.30-22.0) 10450232370 15.5(22.0.32.38)

GSH-Px

Ke-(Ulg pre) 13.88=2.00¢ 17781170 28.60=2.12 14882104 =(.001
13.95(11.48-16.18) 17.701(16.453-20.00)  29.26(23.65-31.60) 24.88(22.60-27.64)

PL(TL) 108.77=63.98 392.00=70.48" £99,39=41.71¢ 5343627439 =(.001
314.06(181.9-402.11) JO1.26(238.87-484.5)  698.92(641.13-797.95) 233.01(411.26-650.1)

CAT 0420139 0.58=0.12* L.0g=0.210 097014 =(.001

Ke- (Limg pre) 0.41(0.21-0.62) 0.57(0.41-0.81) 0.99(0,75-1.44) 0,96(0,74-1,32)

MTX; Metotreksat, Orte (min-max): ortanca (minimum-maximum), Ort£33; ortalamazstandart sapma,
MDA: Malondialehid, S0D; Siperoksid dismutaz, GSH-Px; Glutatyon peroksidaz, Ke; Karaciger, CAT;
Katalaz, P1; Plazma, Prt; Protein, Alfabetik dst simgeler; avm harfler gruplarin benzer oldugunu avm elmayan

harfler ize gruplarn benzer olmadigim ifade eder.
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4.2.1. Karacger Dokusu ve Plazma MDA Dgeri

Gruplarin karagier dokusu ve plazma MDA derlerinin ¢coklu kagilastiriimasina
gore, MTX grubunda der tim gruplara gore anlamli olarak MDAggeleri yiksek
tespit edildi (P<0.001). Kontrol ve propolis grularasinda anlamh bir fark
bulanmaz iken (P>0,05), kontrol ve propolis gruplargére MTX ve propolis-MTX
gruplarinda MDA dgerleri anlamli olarak yuksek bulundu (P<0.001). Kohgrubu
ile diger gruplarin kagnlastirlmasinda; kontrol ve propolis grubu arasindek fa
bulunmaz iken (P>0,05), kontrol grubuna gére prigp®ITX ve MTX grubunda
anlaml olarak MDA dgerleri yiksek bulundu (P<0.001)Sgkil 10, 11].
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propolisin etkisi
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Sekil 11. Rat plazma MDA dgerleri Gzerine MTX, propolis-MTX ve propolisin
etkisi.
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4.2.2. Karacger Dokusu ve Plazma SOD Aktivitesi

Gruplarin karager dokusu SOD aktivitesinin ¢oklu k#éestirilmasina goére, kontrol
ile propolis grubu arasinda ve MTX ile propolis-MTgtubu arasinda anlamli bir
fark bulanmaz iken (P>0,05), kontrol ve propolisigra goére MTX ve propolis-
MTX grubunda SOD aktivitesi anlaml olaraksdi« tespit edildi (P<0.001). Kontrol
grubu ile dger gruplarin kanlastirlmasinda; kontrol ve propolis grubu arasind& fa
bulunmaz iken (P>0,05), kontrol grubuna gére prigp®ITX ve MTX grubunda
anlaml olarak SOD aktivitesi diik bulundu (P<0.001)SEkil 12].

Gruplarin plazma SOD aktivitesinin ¢oklu kdastiriimasina goére, MTX grubunda
diger tim gruplara goére anlamli olarak SOEeiteri dizuk tespit edildi (P<0.001).
Kontrol ve propolis grubu arasinda anlamli farkamwhaz iken (P>0,05), kontrol ve
propolis grubuna gére MTX ve propolis-MTX grubun@®D aktivitesi anlamh
olarak dguk bulundu (P<0.001). Kontrol grubu ile ger gruplarin
karsilastirilmasinda; kontrol ve propolis grubu arasind& faulunmaz iken (P>0,05),
kontrol grubuna gore propolis-MTX ve MTX grubundalamli olarak SOD
aktivitesi diguk tespit edildi (P<0.001)SEkil 13].
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4.2.3. Karacger Dokusu ve Plazma GSH-Px Aktivitesi

Gruplarin kara@er dokusu ve plazma GSH-Px aktivitesinin cokluskagtirilmasina

gore, MTX grubunda d@er tim gruplara goére anlaml olarak GSH-Px aktsiite
disUk tespit edildi (P<0.001). Kontrol grubuna goérmogolis grubunda anlaml
olarak GSH-Px aktivitesi yuksek bulunur iken, kohtgrubuna goére MTX ve
propolis-MTX gruplarinda GSH-Px aktivitesi anlamblarak digiuk bulundu

(P<0.001). Kontrol grubu ile ger gruplarin kamnlastiriimasinda; kontrol grubuna
gore propolis grubunda anlamli olarak GSH-Px atdsii yuksek tespit edilirken,
kontrol grubuna gore propolis-MTX ve MTX grubundalamli olarak GSH-Px
aktivitesi diguk bulundu (P<0.001)SEkil 14,15].
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Sekil 14. Rat karagter doku GSH-Px aktivitesi tizerine MTX, propolis-MT¢

propolisin etkisi
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4.2.4. Karacger Dokusu CAT Aktivitesi

Gruplarin ¢coklu kanlastiriimasina gore, kontrol ve propolis grubu araaiadlaml
fark bulunmaz iken, hem kontrol hemde propolis gnd gére MTX ve propolis-
MTX grubunda anlamh olarak CAT aktivitesi gik bulundu (P<0,001). MTX
grubuna gore propolis-MTX grubunda CAT aktivitesihd fazla olmasina kan,
istatistiksel olarak anlaml d#di (P>0,05). Kontrol grubu ile der gruplarin
karsilastirilmasinda; kontrol grubu ile propolis grubu amas anlaml fark bulunmaz
iken (P>0,05), kontrol grubuna gotre propolis-MTX WTX grubunda CAT

T
Konixrol

aktivitesi anlamli olarak diik tespit edildi (P<0,001)SEkil 16].
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Sekil 16. Rat karacgier dokusu CAT aktivitesi tizerine MTX, propolis-MT»é¢
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5. TARTISMA

Yuksek doz KT uygulamalarinin tedavi edici etkitgiknin énemiyle ilgili kanitlar
klinik olarak her gecen gun artmaktadir. Ancak, KJimlerinden en etkirgekilde
yararlanilmasi normal viicut dokularina verdikleasar nedeniyle sinirlanmaktadir
(2,3). MTX, romatolojik ve dermatolojik hastalikiargesitli formlari ile solid organ
ve losemiler gibi malign hastaliklarin tedavisintesarili olarak uzun vyillardir
kullanilan bir ilactir. Antimetabolit ve folik aséntagonisti olan MTX, énemli klinik
sorunlara neden olan, o©nceden tahmin edilemeyerdi cin etkilere yol
acabilmektedir (10,34). Yan etkilerin mekanizmaasmtolarak aciklanamastir,
ancak en muhtemel nedenin, ilacin kataoieki metabolizmasi sirasinda g@ln
oksidatif surecle alakall olgu, bunun dynda alerjik, sitotoksik ve immunolojik
reaksiyonlara b#i olarak da olgabilecei iddia edilmektedir (37). er KT ilaglar
ve RT'e benzersekilde, MTX malign hicrelere ksr 6zellgsmis olmadgindan,
gastrointestinal yolaktaki htcreler ve kemikgilihematopoetik htcreleri gibi
proliferasyon hizi yiksek olan normal dokulardaanasneden olmaktadir (10).
Epitelyal hiicre c¢galmasi, farklilamasi ve hicre 6lumu arasindaki dengesizlik,
bolinmekte olan epitelyal hucrelerinin erken olummiykozal bariyer hasari ve
siddetli enterokolite yol acmaktadir (5,10,21). Aymamanda, MTX karager
yaglanmasi, kolestaz, fibrozis ve uzun donemde sikaziar ilerleyebilen karager

hasarina neden olabilmektedir (34).
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Antioksidan 0zellgi olan folik asitin, MTX'in yan etkilerinden 6zeklle intestinal ve
karacger toksisitesinin olgumunun azaltiimasi amach MTX ile birlikte gunlik
kullanimi yaygin olarak oOnerilmektedir (30,31). Ak¢ folik asit kullaniminin
MTX’in etkinli gini azaltip azaltmagi hala targmalidir (32,33). Bu nedenle, yeni
antioksidan ajanlar MTX'in sistemik oksidatif hase kagi deneysel olarak
kullaniimistir. Bu antioksidan maddelerden n-asetilsistein) (& glutaminin (121)
MTX’in ince barsak ile karagerde yaptii oksidatif hasara kar faydall etkileri
gosterilmitir. Bazi aratirmacilar L-karnitin (12), taurin (137) ve melaboim
(138,139) MTX'in sistemik oksidatif hasarina kiaince barsak, karager ve bobrek
Uzerine olumlu etkilerinin yani sira, Uzim cekigd€140), sarimsak (122) ve
ursodeoksikolik asidin (34) antioksidan 06zelliklesayesinde MTX'in yol ach
karacger hasarina kar koruyucu etkilerini rapor etrglerdir. Bu calsmada,
antioksidan 6zelfii iyi bilinen propolisin, MTX’in ince barsakta yagt
histopatolojik dgisiklikler ve karacger dokusu ile plazma oksidatif stres
parametreleri tzerine olumlu etkilerinin olup olmadaratiriidi. Ayni zamanda,
yapilan deneysel caima MTX'in neden olddu oksidatif hasar Gzerine propolisin

etkisinin aratinldigi ilk calismadir.

Propolis, ceitli bitkilerden bal arilari tarafindan toplanan teyallerin recinesidir.
Materyal toplandiktan sonra arilarin tukurik salge enzimatik sekresyonlar ile
zenginlatirilir (46,47). Propolis, arilar tarafindan kovanduvarlarinin o6rttilmesi,
bdceklerin mumyalanarak kogmasinin dnlenmesi gibi amaclarla kullaniimaktadir
(46). Dunyanin d&sik boélgelerinden toplanan propolis 6rneklerinde '2é@ fazla
kimyasal bilgik tanimlanmgtir. Propolis icetginde c¢aitli flavonoidler, fenoller,
alkoller, terpenler, steroller, vitaminler, mindeal ve aminoasitler bulunmaktadir
(48). Turkiye'nin farkh bolgelerinden toplangnipropolisin ana bilgenlerinin
naringenin, galangin, krisin, pinobaksin, kuarsegibi flavonoidler ve CA gibi
fenolik asitlerden olgtugu tespit edilmgtir (55). Bu calgmada kullanilan Kayseri
kavak propolisinde ise flavonoidlerden krisin vadik asidlerden CA’in bulundiu

gosterilmitir (119).
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Propolisin ekstraklariyla yapilan ¢ok sayida gahda antioksidan, antibakteriyel,
antifungal, antitimoral, immunomodulatér vegeli faydali biyolojik etkileri
ispatlanmgtir (56). Ayni zamanda, propolisin ¢ok o6nemli fakomjik aktif
bilesenleri olan flavonoidler ve CA/CAPE gibi g#i fenoliklerin, antioksidan
Ozelliklerine bgh olarak noroprotektif (71), radyoprotektif (73kardiyoprotektif
(74), gastroprotektif (78), hepatoprotektif (84) mefroprotektif (102) etkileri tespit
edilmistir. Propolisin antioksidan etkirgi, 6zellikle onun yiksek flavonoid
icerigiyle alakahdir ve propolis ekstraktinin  kurugidiginin - %25-30'unu
flavonoidler olgturmaktadir. Pinosembrin, akasetin, krisin, rutikatein,
naringenin, galangin, luteolin, kamferol, apigenmirisetin ve kuarsetin 6nemli
flavonoid bilsikler olarak bilinmektedir (47,48). Yapilan c¢ahada kullanilan
propolisin en 6nemli flavonoid biesi olan krisinin antioksidan etkirgdi tespit
edilmistir (141).

Ince barsak epitelyum hiicrelerinin proliferasyonipti@rde olymaktadir. Ratlar ve
insanlarda, normal fizyolojik kmllarda ¢ok hizli yenilenebilen kript hiicreleri|lus
uclarina go¢ ederek yakla 2-3 gun icinde intestinal epitelyumun tamamen
yenilemesini sglamaktadir. MTX uygulamasi sonrasi ince barsakitegtiopatolojik
degisikliklerin kript hiicrelerindeki hasar nedeniylestadigl, en sik proksimal ince
barsakta olgtugu ve ensiddetli mukoza hasarinin ortalama 72 saat sonemdi
gosterilmitir (5,33,124). Bu nedenle, yapilan galadaki ince barsak hasarinin
histopatolojik dgerlendiriimesinde, tek doz ip MTX uygulandiktan $dat sonra

derin anestezi altinda elde edilen duodenum dokulanildi.

MTX serbest radikaller aracili toksisiteye nededugl icin oksidatif stresle ilgili
calismalarda kullaniimaktadir. Bununla birlikte, MTX yé#k doz uygulanginda
gastrointestinal ve kemik fi toksisitesi gibisiddetli sistemik yan etkilere lga
olarak hayvanlarin erken olumlerine neden olmaktd2rha 6nce yapilmideneysel
calismalara benzersekilde (120-123), calmada MTX 20mg/kg vucut garlig
dozunda uygulandi. Bu doz, MTX toksisitesingman hayvanlarin ggkalmasina ve
olusan sistemik oksidatif hasar ile bu hasaraskaropolis koruyucu etkisini olup
olmadginin histolojik ve biyokimyasal parametreler (izeen aratiriimasina olanak

saslad!.
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MTX’in en dnemli doz kisitlayici yan etkilerindenriBinin gastrointestinal toksisite
oldugu ve yaygin olarak intestinal mukozada yapisalords$iyonel hasara yol agti
bilinmektedir (5). Ratlarda MTX tedavisinin barsaktglikoz emilimini baskilagh
ve intestinal lezyonlarda nétrofil infiltrasyonunaden oldgu rapor edilmgtir (121).
MTX'e baglh intestinal mukozit modeli histolojik olarak ktipkaybi, villus
fuzyonuatrofisi, belirgin kapiller dilatasyon, mix htcegdsinfiltrasyon ve hizl
iyilesme ile karakterizedir (5,36). Bu ¢ghada onceki calma sonuclarina benzer
sekilde (120-123), ip 20mg/kg tek doz MTX'in yol gg@tsiddetli ince barsak hasari,
morfometrik ve semi-kantitatif histolojik gerlendirme yéntemi ile gosterildi.

Ratlarda oral propolis uygulanmasinin, mikrovaskipkermabilite, myeloperoksidaz
aktivite ve Ulser indeksini azaltarak indometazingol actgl mide hasarina,
obstruktif sarilik caymasinda olgan ince barsak villus atrofisine ve intestinal
dokuda olgan iskemireperfiizyon hasarina kahistopatolojik olarak faydal etkileri
gosterilmitir (78,123,142). Bununla birlikte, tekrarlayandtstomatitli insanlarda
500 mgdgiin oral propolis ile yapilan randomize, cift-kgresebo-kontrolt pilot
calismada, propolis alan grupta belirgin olarak aftOomnsdtit tekrarlanmasinda
azalma ve ygam kalitesinde diizelme go6zlergnbu etkinin propolisin antioksidan
ve anti-inflamatuar etkisiyle alakall olgu iddia edilmgtir (143). Yapilan
calismadaki morfometrik (villus boyu, villus/kript orgnimukoza kalinfil) ve
histopatolojik bulgular, MTX'in neden olgw mukoza harabiyeti tGzerine propolisin
koruyucu etkisinin oldgu ve intestinal epitelyum morfolojisinin korunmasin
desteklediini dustindirmitir. Ancak bu olumlu etki, SKHDTS bakimindan, MTX
grubunda P-MTX grubuna gore dikkategde olarak daha yiksek olmasina gkar
(sirasltyla, ortalama+S833.20+4.16, 13.10+5.53) istatistiksel olarak anlashagildi.

Organ yetersizliklerinin patogenezinde ve bazi kbgyotiklerin bobrek ve karager
toksisitesinin olgmasinda reaktif oksijen radikallerinin roli kanmhaistir (144).
MDA seviyesindeki ar, hiicre membran harabiyeti ve amino asit yan Zgranin
oksidatif modifikasyonunun 6nemli bir nedeni ojdma inanilan, serbest oksijen
radikalleri aracili lipid peroksidasyonunun iyi lgostergesidir (41,42). MTX'in ince
barsak, karager ve bobrek dokusu Uzerine olan etkileriningaradigi deneysel

calismalarda, MTX'in doku MDA seviyelerini belirgigekilde artirdgli, bu artgin
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antioksidan oOzellikleri olan L-karnitin (12), metatin (138,139) ve taurin (145) ile
baskilandgl gosterilmgtir. Bundan dolayr, MTX'in neden olgu barsak, karager
ve bobrek toksisitesinde serbest radikallerin rghamlgl iddia edilebilir. Yapilan
calismada, kontrol grubuna gore MTX grubunda katacidokusu ve plazma MDA
seviyeleri anlaml olarak yiksek bulundu. Bu sonMIX tedavisinin karag@er
dokusu ile plazmada oksidatif hasara ve lipid psigdksyonuna neden olglunu
gostermektedir. MDA seviyesi MTX grubuna gére prop®TX grubunda anlaml
olarak daha djiik tespit edildi. Bulgular, propolisin MTX'in nedesldugu sistemik
oksidatif hasarda lipid peroksidasyona skarkoruyucu etkisinin oldgunu
disundurmektedir. Bu etki propolisin polifenolik bgikleri ve onlarin antioksidan
Ozellikleri ile alakal olabilir. Propolisin en omd#i polifenolik bilesiklerden
flavonoidlerin sahip olduklari antioksidan aktivite temelini, dgrudan serbest
radikalleri temizleme yetenekleri ile radikallermneaktif bilesenleriyle tepkimeye
girerek ROM'un stabilizasyonunu @amalari olgturmaktadir (96). DOier
polifenolik bilesiklerden CA ve CAPE’nin NK&B’nin baskilanmasi Uzerinden
transkripsiyon seviyesinde ROM’un dretimini enggdieek antioksidan etkinlik
gosterdgi iddia edilmektedir (98,101).

Aerobik organizmalarin ygayan hucrelerinde endojen ve ekzojen oksidatifsstre
nedenleri ile micadele etmek icin kagmkaantioksidan sistemler (enzimatik ve
nonenzimatik) bulunmaktadir. Yayan organizmalarin antioksidan savunma
sistemleri, SOD, CAT, GSH-Px gibi enzimatik ve wiia C, E, Urat, retinil esterler,
B-karoten ve glutatyon gibi nonenzimatik sistemleraddéusmaktadir (43). Propolis
ile polifenolik bilesiklerinin enzimatik antioksidanlardan GSH-Px, GSRGSOD,
CAT, XO, INOS aktivitelerini arttirdii, enzimatik olmayan antioksidan sistemde ise
GSH seviyesini artirgh, hidrojen peroksit, tekli oksijen molekilt veitipperoksid
radikallerini temizledii, hidrate elektron afandan DNA'y1 korudgu gosterilmgtir
(96). Ayni zamanda, bazi atemacilar tarafindan propolis vestili flavonoidlerin
DNA tamir enzimleri (DNA polimeraz beta gibi), heotesijenaz-1 ve mitokondriyal

superoksid dismutaz tzerinden antioksidan etkialitirdigini rapor edilmgtir (73).
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Propolis ile yapilmy ¢esitli deneysel ¢cakmalarda; selenitin neden olglu katarak
formasyonu ve oksidatif stres tGizerine koruyucu gtisterdgi (69), oksidatif stresin
neden oldgu retinal hasara kar lipid peroksidasyonu inhibe ederek noroprotektif
etki gOsterdii (71), karbon tetrakloririin neden offlu oksidatif stresi ve okan
karacger hasarini 6nlegi (146), Escheriechia colnin neden oldgu pyelonefritte
olusan oksidatif stresi azalgh (102), alkoliin neden ol@u oksidatif stresle okan
lipid degisiklikleri ve karacger hasari (93) ile deneysel obstruktif sarilik mioadie
oksidatif stres Uzerinden glan karagier hasarina kar koruyucu etkisinin oldgu
(75), doksorubisin ve vinblastinin yol agtimitokondriyal strese kar ortaya ¢ikan
karacger ve kalp toksisitesine karolumlu etki gosterdii (74) bildirilmistir. Sazhikh
insanlarda yapilan in vivo bir catnada, oral propolis verilmesiyle kan antioksidan
aktivitesinde arty tespit edilmgtir (69). Propolis ile ilgili yapilan in-vivo ve hvitro
calismalarda, antioksidan etkiglnin doz b& mli ve yiksek polifenolik icerikleriyle
ilgili oldugu gosterilmgtir (71,83,147,148). Bununla birlikte, farelerde pyan
deneysel bir cajmada propolisin oral 100mg/kg dozunun antioksidanal
300mg/kg dozunun pro-oksidan etki gostgrdine surtlmétir (149). Bu nedenle,
ileriki calismalarda MTX'in oksidatif toksisitesine karpropolisin farkli dozlarinin
etkisinin aratirilmasi gerekmektedir.

Onceki calgmalarla uyumlu olarak bu cainada, kontrol grubuyla MTX grubu
karsilastirildiginda, karagier dokusu ve plazma GSH-Px, SOD ile doku CAT
aktivitelerinin azaldil, bu azalmanin MTX tedavisi 6ncesi propolis uygatasi ile
engellendgi tespit edildi. Ayni zamanda, kontrol grubuna g@m®@polis grubunda
karacger dokusu ve plazma GSH-Px aktivitesinin anlamirak daha yiksek
bulunmasi, propolisin endojen antioksidan enzim ivaksini artirdgini
gostermektedir. Ancak bu olumlu etki, kargan dokusu SOD ve CAT aktivitesinde

istatistiksel olarak anlamli ggdi.

Bu calsmanin verileri, MTX sitotoksitesinin mekanizmalatan birinin oksidatif
stres oldgunu, propolisin histopatolojik olarak duodenum dekoda ve
biyokimyasal olarak karager dokusu ile plazmada gosterilen koruyucu etkisini
muhtemel mekanizmasinin reaktif oksijen radikatligritemizlenmesi sonucu lipid
peroksidasyonunun ve/veya antioksidan tuketimimgedenmesi ile olabile@ni

distindirmektedir.
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6. SONUCLAR

Ratlarda tek doz ip 20mg/kg vicugidiginda MTX uygulamasi ile ince barsak
hasari olgturuldu. Bu hasar histopatolojik olarak, villus lbowillus/kript orani ve
mukoza kalinginin kontrol grubuna gére MTX grubunda sdid olmasi ve
SKHDTS'lar kasilastirildiginda kontrol grubuna gére MTX grubunda ylksek
olmasi ile belirlendi. MTX grubu ile propolis-MTX rgbu kasllastirildiginda
propolis uygulamasinin bu hasari azaltici yonde ggikterdgi tespit edildi. Ancak
bu olumlu etki, SKHDTS bakimindan MTX grubunda pl-MTX grubuna gére
dikkate dger olarak daha yuksek olmasina dkar (sirasiyla, ortalamazSS,
23.20+4.16, 13.104£5.53), istatistiksel olarak amladesildi. Calismanin verileri,
MTX’in neden oldgu ince barsak hasarinin kript hiicre kaybi ve vibiofisine
bagli oldugunu, propolisin mukoza harabiyeti Uzerine olumlkisehi intestinal
epitelyum morfolojisini koruyarak ggdigini disindurmitir. Bu koruyucu etkinin
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte progiol antioksidan 6zeliine
atfedilebilir.

Calsmada MTX tedavisinin sistemik oksidatif hasara ipédl peroksidasyonuna yol
actgl belirlendi. Bu durum, hicre membran harabiyetiinemli bir nedeni
olduguna inanilan, serbest oksijen radikal aracil lipgtoksidasyonunun gdstergesi
MDA seviyesinin, karager homojenati ve plazma 6rneklerinde, kontrol gnzbu
gore MTX grubunda anlaml olarak yiksek bulunmbesgbsterildi. MDA seviyesi,

MTX grubuna gore propolis-MTX grubunda anlamli aladaha dgiik tespit edildi.
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Bu bulgular, MTX'in neden oldgu sistemik oksidatif hasarda lipid peroksidasyona
karsi propolisin koruyucu etkisinin olgunu digtndidrmigtir. Propolisin bu etkisi,
yuksek oranda icergi polifenolik bilesikler ve onlarin antioksidan 6zellikleriyle

alakali olabilir.

MTX tedavisinin endojen antioksidan enzim aktivitesazalttg tespit edildi. Bu
durum, kontrol grubuna gére MTX grubunda, kagacihomojenati ve plazma GSH-
Px, SOD aktivitelerinin ve karager homojenati CAT aktivitesinin daha gtk
Olcilmesiyle belirlendi. Enzim aktivitelerindeki@manin, MTX grubu ile propolis-
MTX grubu kaslilastiriidiginda, propolis uygulanmasiyla engellefidbelirlendi.
Ayni zamanda, kontrol grubuna gore propolis grulaukdracger homojenati ve
plazma GSH-Px aktivitesinin anlaml olarak daha sgkk bulunmasi propolisin
endojen antioksidan enzim aktivitesini artgnan gosterdi. Ancak bu olumlu etki,

karacger homojenatli SOD ve CAT aktivitelerinde istatisgkolarak anlamli gg@di.

Sonug¢ olarak bu c¢amanin verileri, MTX sitotoksitesinin mekanizmalatan
birinin  oksidatif stres oldgunu, propolisin histopatolojik olarak duodenum
dokusunda ve biyokimyasal olarak kagasi dokusu ile plazmada gosterilen
koruyucu etkisinin muhtemel mekanizmasinin, reaktiksijen radikallerinin
temizlenmesi sonucu lipid peroksidasyonununvega antioksidan tuketiminin
engellenmesi ile olabilegai distindirmektedir.

Antioksidan etkinlgi gosterilen propolisin, MTX’in neden olgu oksidatif hasara
karsi koruyucu olarak kullaniimasi cginanin verilerinden hareketle 6nerilebilir.
Ancak, bu deneysel catna MTX'in sistemik oksidatif hasarina karpropolisin
etkisinin degerlendirildigi ilk calisma old@gudan, etki mekanizmalarinin daha iyi
anlsgilmasi, doz ve tolerabilite konularinin tamamenklaga kavgturulmasi icin
preklinik ve klinik calgmalara gereksinim vardir. Cginanin gelecekte yapilacak iyi
tasarlanmy argtirmalara ik tutac& kanaatindeyiz.
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