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OZET

Cotton Pellet Yontemi ile Kronik inflamasyon Olusturulan Ratlarda

Arn Uriinlerinin Anti-Inflamatuar Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

Amag: An iriinlerinin kronik inflamasyon iizerindeki etkinligine yonelik
literatiirde heniiz sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada, literatiirde ilk defa
olmak iizere, kronik inflamasyon olusturulmus ratlarda, oral gavaj yontemi ile
uygulanacak ar1 irilinlerinden bal, propolis, ar1 siitli, polen ve ar1 ekmeginin anti
inflamatuar etkinligi arastirilmasi amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Calismamizda 48 adet Sprague Dawley cinsi, 200+20 gr disi
albino si¢an kullanilmistir. Siganlardan saglikli grup, kontrol grubu, bal, propolis, polen,
ar1 stiti ve ar1 ekmegi gruplari olusturulup her gruba yedi, saglikli gruba alt1 adet sican
konulmustur. Saglikli grup hari¢ diger gruplarda cotton-pellet yontemi ile kronik
inflamasyon olusturulmus ve sadece tedavi gruplarina, grubuna 6zgii sekilde giinde 1
gr/kg bal, 300mg/kg polen, 100 mg/kg propolis, 500 mg/kg ar1 ekmegi ve 100 mg/kg ar1
sitli oral gavaj ile verilmistir. Bir hafta sonra cotton pelletler ¢ikarilip, olusan graniilom
ile birlikte ¢ikarilmis ve alinan kan 6rnekleri pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin
diizeyleri ELISA yontemi ile ol¢iilmiistiir. Sonuclar istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.

Bulgular: Elde edilen verilere gore, arastirilan ar1 iiriinleri olan bal, propolis,
polen, ar1 ekmegi ve ar1 siitiiniin istatistiksel olarak anlamli anti-inflamatuar
etkinliklerinin oldugu saptanmis ve yine pro-inflamatuvar sitokin diizeylerini de anlamli
diizeyde dusiirdiikleri saptanmistir. (p<0.001) Anti inflamatuvar sitokinlerden IL-4, IL-
10 ve IL-1RA diizeylerini en g¢ok yiikselten ar1 {irlinleri sirasiyla polen, ar1 ekmegi ve
propolis oldugu goriilmistiir. Pro-inflamatuvar sitokinlerden IL-6 ve TNF-a diizeylerini
en cok diislirenlerin sirayla polen, ar1 ekmegi ve propolis olmugken; IL-13’y1 en fazla
diislirenler ise polen, ar1 ekmegi ve bal olarak bulunmustur. (p<0.001)

Sonug: Bu ¢alisma ile tiim ar1 tiriinlerinin anlamli anti-inflamatuvar etkinliklerinin
oldugu bulunmustur. Anti-inflamatuvar etkinligi en yiiksek ar1 iiriiniiniin polen oldugu,
daha sonra ise sirayla ar1 ekmegi ve propolisin ikinci ve liglincii sirada yer aldiklar
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ar ekmegi, ar siitii, bal, cotton-pellet, kronik inflamasyon,

polen, propolis



ABSTRACT

Comparison of Anti-Inflammatory Activities of Bee Products in Rats with

Chronic Inflammation Induced by Cotton Pellet Method

Objective: There are limited studies in the literature on the effectiveness of bee
products on chronic inflammation. In this study, it was aimed to investigate the anti-
inflammatory activity of honey, propolis, royal jelly, pollen and bee bread, which are bee
products to be applied by oral gavage method, for the first time in the literature, in rats
with chronic inflammation.

Materials and Methods: In our study, 48 Sprague Dawley female albino rats,
200+20 g, were used. Healthy group, control group, honey, propolis, pollen, royal jelly
and bee bread groups were randomized and seven rats were placed in each group and six
rats in the healthy group. Chronic inflammation was created by cotton-pellet method in
other groups except the healthy group; and only for the treatment groups, 1 g/kg of honey,
300 mg/kg of pollen, 100 mg/kg of propolis, 500 mg/kg of bee bread and 100 mg/kg of
royal jelly per day were given by oral gavage. One week later, cotton pellets were
removed with the formed granuloma, and the pro-inflammatory and anti-inflammatory
cytokine levels of the blood samples were measured by ELISA method. The results were
statistically compared.

Results: According to the data obtained, it was determined that honey, propolis,
pollen, bee bread and royal jelly, which are the investigated bee products, have
statistically significant anti-inflammatory activities and they also significantly reduce
pro-inflammatory cytokine levels. (p<0.001) Among the anti-inflammatory cytokines,
pollen, bee bread and propolis were found to increase the levels of IL-4, IL-10 and IL-
1RA the most. Among the pro-inflammatory cytokines, pollen, bee bread and propolis
were the ones that decreased IL-6 and TNF-a levels the most; Pollen, bee bread and honey
were found to decrease IL-1p the most. (p<0.001)

Conclusion: In this study, it was found that all bee products have significant anti-
inflammatory activities. It was determined that the bee product with the highest anti-
inflammatory activity was pollen, followed by bee bread and propolis, respectively.

Keywords: Bee bread, chronic inflammation, cotton-pellet, honey, pollen,

propolis, royal jelly
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CSF :  Colony-stimulating factor
GM-CSF :  Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
IL . Interlkin

IL-1p :  Interlokin-1 Beta

IL-1RA . Interldkin-1 Reseptdr Antagonisti
INF- vy . Interferon Gamma

kD : Kilo Dalton

ng/L :  Nanogram/Litre

pg/mi :  Pikogram/mililitre

TGF-p : Transforming Growth Factor beta
Th . T-helper

TNF-a :  Timor Nekrosis Faktor
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1. GIRIS

Gelencksel ve tamamlayici tip uygulamalart arasinda yer alan Apiterapi, apis (bal
aris1) ve terapi kelimelerinden tiiretilmis ve gegmisi bes bin yil dncesine dayanan, fakat
modern zamanlarda yeniden popiiler olan bir tedavi uygulamasidir. Apiterapi, bal aris1
olan Apis mellifera’nin iriinleri olarak, bal, propolis, polen, ar1 siitii, ar1 ekmegi gibi
iiriinler muhtelif tedavi veya iyilik hali devami i¢in kullanilmaktadir.?

An irlnlerinin kronik inflamasyon iizerindeki etkinligine yonelik yapilan
calismalar, literatiirde heniiz sinirh sayida bulunmaktadir. Bu calismalar genellikle ar1
iriinlerinin kronik inflamasyonda etkinligi oldugunu géstermekle birlikte, hem tiim ar1
tirtinlerini  kapsamamasi, hem de yiizeyel cilt dokusu gibi lokal anti-inflamatuar
aragtirmalar1 olmasi nedeniyle, yeterli kanit seviyesi olusturmamaktadir.

Yaptigimiz bu calismamizda, literatiirde ilk defa olmak {izere, kronik inflamasyon
olusturulmus ratlarda, oral gavaj yontemi ile uygulanacak ar1 tiriinlerinden bal, propolis,
ar1 siitii, polen ve ar1 ekmeginin anti inflamatuar etkinligi arastirilmasi amaglanmaistir. Bu
amagla cotton- pellet yontemi ile olusturulmus kronik inflamasyon sonrasi verilen ari
tirlinlerinin anti-inflamatuar etkinlikleri hem lokal granulom tizerinden, hem de serum pro
ve anti-inflamatuar sitokin diizeyleri (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-1ra, IL-4 ve IL-10)
Olciilerek, oral gavaj yontemi ile uygulanan ari iiriinlerinin lokal ve sistemik anti-
inflamatuar etkinlikleri arastirilmis ve karsilastirilmistir.

Arn iriinlerinin anti-inflamatuar etkinliklerinin tespit edilmesi ile insan iizerinde
yapilacak ¢aligmalara imkan taninacak, boylece yillardan beri geleneksel olarak
kullanilmakta olan ar1 iiriinlerinin bilimsel, kanita dayali etkinlikleri ortaya konulmasi

amaclanmaktadir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. An1 Uriinleri

Bu ¢alismamizda anti-inflamatuvar etkinligi arastirilan ar1 trtinleri bal, propolis,

polen, ar1 ekmegi ve ar1 siitii’ diir.

2.1.1. Bal

Bal, Apis mellifera cinsi bal arilarinin, ¢igek ya da bitkilerin canli kisimlarindan
salgilanan nektar1 ve bitki lizerinde yasayan bazi boceklerin, bitkilerin canli kisimlarindan
yararlanarak salgiladig: tali maddeleri toplayarak, viicutlarinda degistirip petek gozlerine
depo ettikleri tatl bir iiriin olarak tanimlanmaktadir.?

2.1.1.1. Balin Yapisi ve Ozellikleri

Balin yapisinda 200°e yakin bilesen bulunmaktadir. Balin igerigi aminoasitler,
vitaminler, mineraller, organik asitler, flavonoidler ve fenolik asitler acisindan oldukca
zengin oldugundan hem besleyici hem de birgok hastalia kars1 koruyucu ve tedavi edici
ozellik gostermektedir.®# Yine bilesiminde yer alan gesitli enzimler sayesinde sindirimi
de kolay olan bal, tim bu oOzellikleriyle tam bir fonksiyonel gida olma o&zelligi
tasimaktadir.

Balin bilesimi, nektarin alindig1 ¢i¢eklerin tiiriine, iklim kosullarina ve bal arisinin
cinsi ve yasina bagli olarak degismekle birlikte, ortalama olarak balin bilesimi Tablo 1°de
goriilmektedir.®> Tablo 1°de de goriildiigii gibi, balin %17,1 lik boliimiinii su olustururken,
kalanini ise biiyiik oranda glukoz, fruktoz, maltoz ve sakkaroz olmak lizere sekerler
olusturur. Balin igeriginde ayrica protein, B grubu vitaminleri ve C vitamini ile ¢esitli
mineraller de bulunmaktadir.® Bal, icerdigi cesitli organik asitler bakimindan (basta

glukonik asit olmak iizere biitirik, asetik, laktik, formik, siiksinik, sitrik, malik ve okzalik

12



asit) asidik bir gidadir ve ortalama olarak asitligi %0.57 (%0.017-1.17); pH’st ise 3,9 (3,4

~6,1)dir?

Tablo 1. Balin bilesenleri

Bilesim Ortalama miktar1 Bilesim maddeleri | Ortalama miktar1
maddeleri (9/100 g) (mg/100 g)
Su 17.10 Riboflavin (B2) 0.04
Fruktoz 38.50 B6 vitamin 0.02
Glukoz 31.00 Potasyum 52.00
Maltoz 7.20 Kalsiyum 6.00
Sakkaroz 1.50 Sodyum 4.00
Diger 4.00 Fosfor 4.00
karbonhidratlar

Toplam Protein 0.30 Magnezyum 2.00
Kiil 0.20 Selenyum 0.80

C vitamini 0.50 mg Demir 0.42
Niasin 0.12 mg Manganez 0.08
Pantotenikasit 0.07 mg Bakir 0.04
Kalori (kkal.) 304

Bal, arilarin nektar topladig1 kaynaga gore ¢igek bali ve salgi bali olarak iki ana
gruba ayrilir. Balin kaynagi bitki ¢i¢eklerinin nektar1 olursa bu bal ¢esidi “cigek bali”
olarak adlandirilir ve baslica gesitleri; yonca, thlamur, turunggil, kekik, pamuk ve akasya
ballaridir. Eger bal bitkilerin veya bitki lizerinde yasayan boceklerin salgisindan elde
edilirse, bu bal ¢esidi “salgi bali” olarak adlandirilir ve salgi balinin tipik drneklerini
mese, ¢cam, kdknar ve yaprak ballar1 temsil eder.”® Cigek ve salgi balmin yiizde bilesim

degerleri Tablo 2’de karsilagtirilmistr.
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Tablo 2. Cigek bal1 ve salgi balinin igeriklerinin karsilastirilmasi

Cicek Bali Salg1 Bali
Ortalama Min-Max | Ortalama  Min-Max
Su 17.2 15-20 16.3 15-20
Monosakkaritler
Fruktoz 38.2 30-45 31.8 28-40
Glukoz 31.3 24-40 26.1 19-32

Disakkaritler

Sukroz 0.7 0.1-4.8 0.5 0.1-4.7
Digerleri 5.0 2.0-8.0 4.0 1-6
Trisakkaritler

Melezitoz <0.1 4.0 0.3-22.0
Eritoz 0.8 0.5-6 1.0 0.1-6.0
Tanimlanamayan = 3.1 0.5-1 10.1 0.1-6.0
Oligosakkaritler

Mineraller 0.2 0.1-0.5 0.9 0.6-2.0
Aminoasitler 0.3 0.2-0.4 0.6 0.4-0.7
Asitler 0.5 0.2-0.8 1.1 0.8-1.5
pH degeri 3.9 3.5-45 5.2 4.5-6.5

2.1.1.2. Balin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bal, igerdigi yiiksek miktardaki seker sebebiyle viskozitesi yiiksek bir gidadir.
Sicaklik artis1 balin viskozitesini azaltirken; kuru madde konsantrasyonu arttikca bal
viskozitesinin arttig1 bildirilmistir.°

Bal rengi, Pfund skalas1 (Sekil 1) 6l¢iit alinarak derecelendirilmektedir.’® Amerika
Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi, bal renginin Pfund degeri eger 8 mm’den diistik ise
“su beyaz1”, 9-17 mm ise “ekstra beyaz”, 18-34 mm ise “beyaz”, 35-50 mm ise “ekstra
acik amber”, 51-85 mm ise “agik amber”, 86-114 mm ise “amber” ve 114 mm’den biiyilik

bir deger ise “koyu amber” renk olarak siniflandirilmaktadir.*
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Sekil 1. Bal renginin Pfund skalas1

Balin igeriginde bulunan polifenoller, flavonoidler, terpenler ve karotenoidler gibi
bilesikler gozle goriiliir 15181 absorbe ederek balin kendine 6zgii rengini olusturur.!! Koyu
renkli bir bal agik renkli bir bala oranla igerdigi mineraller, fenolik madde tiirevleri ve
flavonoidler bakimindan daha zengin igerige sahiptir.!213

Bir baldaki fruktoz/glikoz ve glikoz/su oranlari, balda kristalizasyon baglamasina
kadar gegen siireyi kisaltip uzatabilmektedir. Fruktoz/glikoz oran1 1.33"den yiiksek olan
bir balda kristalizasyon uzun siire gergeklesmezken; fruktoz/glikoz orani 1.11 degerinden
diisiik olan baska bir bal 6rneginde kristalizasyon daha hizli gergeklesmektedir. Bir bal
orneginde, glikoz/su orani 1.7 nin altinda oldugunda balin kristalizasyon hizinin azaldig;
2.0 degerinin istinde oldugunda ise kristalizasyon hizinin artarak balin tamamen
kristalize olmasina sebep oldugu bildirilmistir.*

Balin protein miktarinin diisilk olmasina karsin, 11 ila 21 farkli aminoasidi
bilesiminde bulundurmasi ile aminoasitler agisindan zengin bir gida oldugu bildirilmistir.
Aminoasit bilesiminin %80-90 kadarinin, arinin nektar1 bala doniistiiriirken salgiladigi
sivida ve toplanan nektarlarda bulunan prolin aminoasidi oldugu belirtilmistir. Bu
nedenle prolin igerigi balin kalitesi ve bala yapilan sahtecilik hakkinda degerlendirme
yapilmasinda kullanilan temel kriterlerden birisi olup Bal Tebligi’ne gore balin prolin
aminoasidi igerigi 300 mg/kg’dan daha az olmamalidir.**> Bal Tebligi’ne (2012/58) gére

balin sahip olmas1 gereken 6zellikleri Tablo 3°de verilmistir.t®
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Tablo 3. Bal Tebligi’ne gore balin sahip olmasi gereken 6zellikleri

Ozellik (100 g balda) Cigek bali Salgi bali | Karigim
Su (en fazla, g) 20 20 20
Sakkaroz (en fazla, g) 5-10 5-10 5-10
Fruktoz + glikoz (en az, g) 60 45 45
Suda ¢6ziinmeyen madde (en fazla, g) 0.1 0.1 0.1
Serbest asitlik (en fazla, meg/kg) 50 50 50
Diastaz sayis1 (en az) 8 8 8
HMF (en fazla, ppm) 40 40 40
Prolin miktar1 (en az, ppm) 300 300 300
Naftalin miktar1 (en fazla, ppb) 10 10 10

Bal dogal enzimler bakimindan olduk¢a zengin bir gida maddesidir. Balin
bilesiminde bulunan baglica enzimler; diastaz, invertaz ve -glikozidazdir. Nektar ve ar1
kaynakli bir enzim olan diastaz enzimleri 1s1l islem ve depolama sirasinda inaktive

oldugundan balin tazeliginin degerlendirilmesinde bir kriter olarak kullanilmaktadir.®
2.1.2. Propolis

Propolis yunanca kokenli bir kelimedir ve kelime aslinda tek basina dahi arilarin
propolisi ne amagla ve ne sekilde kullandigin1 bize ipucu vermektedir. “Pro” Yunanca
on veya savunma, “polis” ise sehir anlamma gelmektedir.!” Arilar kovanlarina yani
sehirlerine girmeden O6nce bu maddenin (propolis) kapli oldugu kanaldan geg¢mek
zorundadir. Ar1, propolis kapli kanaldan siiriinerek kovana dogru ilerlerken temizlenir ve
hijyenik hale gelir. Bu sayede arilar, hem kovanin hijyenini korumus hem de kovan i¢in
kendilerini hijyenik hale getirmis olurlar.’® Arilarin yasam sekillerini gdzlemleyerek ar1
tirtinlerini kesfetmis eski uygarliklar, propolisin de bu tedavi giiciinii giinliik yasamlarinda
karsilagtiklar1 rahatsizlar1 hafifletmek ve tedavi etmek i¢in kullanmislar, propolisin

etkilerinden faydalanmaya calismislardir.
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2.1.2.1. Propolisin Kisa Tarihi

Propolis, tarihin en eski donemlerinden beri insanlar tarafindan tedavi giicii oldugu
diisiiniilerek cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmis ve halen giliniimiizde de tedavi
amagh olarak ya da iyilik halini devamini saglamak amacli kullanilmakta olan bir ar
triintidir.

Propolisin geleneksel ilag olarak kullanimi1 en az milattan 6nce 300°1ii yillara kadar
dayanmaktadir.® Ancak tarihi kayitlar propolisin ¢ok daha eski dénemlerde musirhlar,
persler, romalilar tarafindan da bilinip kullanildigina dair bizlere bilgi vermektedir.?°

Eski musirlilar propolis yapan ari figlirlerini vazo ve diger siis esyalarina islemisler

21 Hatta musirlilarin

ve bircok rahatsizligi hafifletmek maksadiyla kullanmislardir.
mumlayama maddesi olarak propolisi kullandiklar1 bilinmektedir. Arilarin kovanlarma
saldiran istilacilara ait disar1 tasiyamadiklari 6lii bedenlerini propolis ve balmumu
kullanarak mumlalayip sakladiklarini goézlemleyen misirhilar bunu kendi mumyalama
teknigine de gecirmislerdir.?? Boylece arilar, propolis sayesinde kovan iginde &lmiis

istilact canlilarin bedeninin ayrismasindan kaynakli olusabilecek enfeksiyonlarin yayillma

riskinden korunmaktadir (Sekil 2).

Sekil 2. Eski tarihlerdeki propolis uygulamalarindan bazi 6rnekler

Tibbi kullanimi milattan oncelere dayanan propolis, yillar sonra da degerini

kaybetmedi. 1600 yillarin baginda Ingiliz farmakopesi “London pharmacopoeias” ilk kez
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propolisi resmi bir ilag olarak listelenmistir. Ozellikle, antibakteriyel etkinligi nedeniyle
Avrupa’da propolis 17. ve 20. yiizyillar arasinda ¢ok popiiler hale gelmistir.}’ On
dokuzuncu ylizyilda birinci ve ikinci diinya savaslarinda, yara enfeksiyonunu azaltmak
ve iyilesmeyi hizlandirmak i¢in ilk yardim uygulamasinda Sovyetler Birligi tarafindan
propolis kullanildigi bilinmektedir. Bu ylizden propolis “Rus Penisilini” olarak da
adlandirilmaktadir.’® Daha sonralari, 1970'li yillarda “Dr. Propolis” olarak taninan
Danimarkal1 Biyolog Dr. Karl Lund Aagaard, 50.000 Iskandinav hastasi iizerinde yaptig
calismada, propolisin tedavideki etkinligini ve neredeyse hicbir yan etki yaratmadigi
gercegini kanitlayan sonuglar elde etmistir.!8

Giinlimiizde ise, diger ar1 iiriinleri gibi propolise de ilgi artmis ve propolisin iyilik
halini korumak ve tedavi amacl olarak kullanimini giliglendirmek adina, hem de ilag
sektorline propolis kaynakli 6zel etken maddeler kazandirabilme fikriyle arastirmalar
yogunlagmaya baslamistir. Su an propolis iistiinde yapilan ¢alismalar ¢ok yeni olsa da,
igeriginin zenginligi géz oniine alindiginda 6zellikle “saglikli yasam™ agisindan gelecekte
de hayatimizda 6nemli bir yere sahip olacag1 dngoriilebilir.

2.1.2.2. Propolisin Yap1 ve Ozellikleri

Propolis, is¢i arilarin gesitli bitkilerin yaprak, tomurcuk, kabuk ve benzeri
bolgelerinden topladigy, regineli ve mum kivaminda, yapigkan, giiclii glizel kokuya sahip
ve suda erimeyen bir maddedir®,

Propolis ortam 1s1s1na gore de ¢esitli fiziksel farkliliga sahip olabilmektedir. Dogal
yapist sert ve kirllgan haldeyken; 1s1 arttiginda yumusayip esnek ve sakizimsi bir hal
almaktadir.?* Diisiik sicaklikta, 10 °C altinda kirilgan ve sert bir yapiya sahip olan
propolis, sicaklik 15-25 °C'ye geldiginde elastik mumsu bir kivama sahip olmakta; 30-

40 °C arasinda yumusak yapiskan bir hal almakta ve 80 °C de ise kismen erimektedir.?®
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Propolisin kimyasal icerigi de oldukca zengindir. Oyle ki 300 den fazla bilesen
tespit edilmistir. Toplanmis propolis i¢eriginin, bu kadar zengin olmasinda bal arilarinin
tiikiiriik s1vis1 da 6nemli rol oynamaktadir. Bunun sebebi, tiikiiriik sivilarinda bulunan 13-
glikosidaz enzimidir. Propolis toplama asamasinda arilar, topladiklar1 propolisi tiikiiriik
stvilartyla kaplarlar. Tiikiirikte bulunan 13-glikosidaz enzimi, flavonoid glikozitleri
hidrolize ederek flavonoid aglikonlara doniistiiriirler.?®

Genel olarak bakilirsa propolis, %50 oraninda regine, %30 oraninda balmumu,
%10 oraninda yag, %5 oraninda polen ve %5 oraninda vitamin, mineral ve basit seker
icerir.?’ Regineden olusan %50’lik kisim; terpenler, polisakkaritler, kafeik asit gibi
maddeler icerirken; %30’luk kism1 olusturan balmumu ise yag asitleri, B vitaminleri, C
ve E vitaminleri igerir.?> Propolis bilesimi arastirilirken iistiinde en ¢ok ¢alisma yapilan
kisim olan flavonoidler, propolisin biyolojik aktivitesinden biiyiik 6l¢iide sorumludur ve
organik kismin en 6nemli boliimiinii olusturmaktadir. Bu kisim pinosembrin, pinostrobin,
kuerasetin gibi maddeleri igerir. Propolisin igerdigi flavon ve flavonoidler propolise
antiviral, antibakteriyel ve antifungal ozellikler kazandiran maddelerdir. Tablo 4’de,

propolisin genel bilesenleri ve yiizdelik miktarlar1 yer verilmistir.?®

Tablo 4. Propolisin bilesenleri ve icerdigi maddeler

Bilesik Icerdigi Bilesenler Miktar
(%)

Regineler Flavonoidler, fenolik asit ve esterleri 45-55

Mumlar Balmumu 23-35

Lipidler Yag asitleri (%49,09), steroller, hidrokarbonlar ve uzun 60

zincirli alkoller (%50,91)

Polen Proteinler 5

Mineral Kalsiyum, magnezyum, iyot, ¢inko, potasyum, mangan,

maddeler ve kobalt, bakir, nikel, kursun, demir, molibden, benzoik 5

diger organik asit, Vitamin A, B1, B2, B3, B6, C, E, biotin, glikoz,

bilesikler fruktoz ve sakkaroz gibi sekerler
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Propoliste tespit edilen bu bilesenlerin adet olarak bilesik sayilar

sunulmustur.?®

Tablo 5. Propoliste belirlenen bilesik gruplari ve sayilari.

1se Tablo 5’de

Tanimlanan Bilesik Tanimlanan Bilesik

Bilesikler Sayisi Bilesikler Sayist

Flavanoidler 38 Alkoller, ketonlar, fenoller 8

Hidroksiflavonlar 27 Heteroaromatik bilesikler 12

Hidroksiflavononlar 11 Terpen, sekuterpen 7
ve tirevleri

Aminoasitler 24 Alifatik hidrokarbonlar 6

Benzoik Asit ve 12 Sekuterpen ve triterpen 11

Tiirevleri hidrokarbonlar

Asitler 8 Steroller ve steroid 6
hidrokarbonlar

Esterler 4 Mineraller 22

Benzaldehit Tiirevleri 2 Seker 7

Propolisin bilesimi, kavak agaci (Populus spp.), hus agaci (Betula alba), kayin

(Fagus sylvatica), beyaz cicekli atkestanesi (Aesculus hippocastanum), kizilaga¢ (Alnus

glutinosa) ve bunun gibi ¢esitli kozalakli agac¢larin tomurcuk, dal ve yapraklarindan is¢i

arilar tarafindan elde edilmektedir. Bu sebeple, olusan propolisin bilesimi ve zenginligi

is¢i arilarin propolisi iiretirken faydalandig: bitki kaynagi ve cesitligine bagli olarak

degisebilmektedir.?®

Ornek vermek gerekirse, Brezilya yesil propolisinde yer alan Artepillin C (ArtC),

bu propolise 6zel anti-inflamatuar etkinligi kanitlanmig bir bilesendir ve bu propolise

yesil rengini veren Baccharis dracunculifolia bitkisinden koken alir (Sekil 3).%° Propolisin

bilesimine cografik bolge, iklim, mevsim ve toplanma zamani da etkilemekte ve bilesimin

farklilik gdstermesine sebep olmaktadir.3!
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Artepillin C (ArtC)

Sekil 3. Baccharis dracunculifolia bitkisi ve Artepillin C (ArtC) kimyasal yapisi

Yine propolis, kaynagina ve yasina bagli olarak saridan yesile; kirmizidan koyu

kahverengine kadar degisik renklerde olabilir.®**® Ornek vermek gerekirse, Brezilya

kirmiz1 propolisi ve Brezilya yesil propolisi arasindaki fark tamamen is¢i arilarin sectigi

bitkisel kaynaklarin farkliligindan kaynaklanmakta; Brezilya kirmizi propolisinde

Dalbergia ecastophyllum ve Brezilya yesil propolisinde ise Baccharis dracunculifolia

bitkisi arilar tarafindan farkl kaynaklar olarak kullanilmaktadir.* Tablo 6°da propolisin

temel bilesenlerinin, koken aldig1 bitkisel kaynaklara ve cografi bolgelere gore nasil

degistigi goriilmektedir. *°

Tablo 6. Propolisin bilesenlerinin kdken aldiklari cografi ve bitkisel kaynaklar

Propolis tiirii Cografi Bolge | Bitkisel Temel Bilesenler
Kaynaklar
Kavak tipi Avrupa, Kuzey | Aigeiros Flavonlar ve flavanonlar
Amerika, familyasina ait (pinocembrin, pinobanksin,
Asya’nin tropik | Populus tiirleri pinobanksin-3-O-asetat, krizin,
olmayan galangin), sinnamik asitler (kafeik
bolgeleri, Yeni asit) ve tiirevleri
Zelanda, Cin
Brezilya yesil Brezilya Baccharis tiirleri | Prenile p-kumarik asitler ve
propolisi diterpenik asitler ile prenile
asetofenonlar
Hus agac1 Rusya Betula verrucosa | Flavanonlar ve flavonoller
kaynakl1 propolis Ehrh. (asasetin, apigenin, ermanin,

kaemferid, asetoksibetulenol)

Kirmizi propolis | Kiiba, Brezilya, = Dalbergia [zoflavonoidler (izoflavanlar,
Meksika ecastophyllum terokarpanlar)
Akdeniz propolisi | Sicilya, Cupressaceae Diterpenler, antrakinonlar
Yunanistan,
Girit Adasi,
Malta
Clusia ¢igegi Kiiba, Clusia Poliprenile benzofenonlar
kaynakli propolis | Venezuela

21



Aynm sekilde llkemizin cesitli bolgelerinde de, arilarin topladigi propolisin
kimyasal bilesimi ve igerigi bolgenin bitki oOrtiisiinden kaynakli olarak farklilik
gostermektedir. Tablo 7°de Erzurum Giimiishane ve Trabzon’da bal arilarinin elde ettigi

propolisin kimyasal bilesimi yer almaktadir.3®

Tablo 7. Ulkemizdeki farkli illerdeki propolis gesitlerinin bilesenleri

Erzurum (%) Giimiishane (%) | Trabzon (%)

Alkol 21.73 11.30 15.03
Alifatik asitler 1.96 0.98 3.10
Aminoasitler 4.46 - -
Aromatik asit esterleri 31.86 552 5.12
Aromatik asitler 1.32 2.18 3.35
Aromatik aldehidler 2.24 1.05 0.95
Flavonoidler 4,72 50.55 43.55
Ketonlar 8.19 11.11 21.30
Digerleri 20.21 13.31 7.87
Terpenoidler 3.31 Cok diisiik Cok diisiik

2.1.2.3. Propolisin Bashica Kullanim Alanlari

Propolis icerigi her gecen giin daha iyi anlasildik¢a ve {istiindeki ¢alismalar
ilerledikce saglik sektoriinden kozmetik sektdriine kadar daha bir¢ok alanda kullaniminin
yayginlagacag asikardir.

Giiniimiizde propolis cogunlukla su alanlarla siklikla kullanilmaktadir:3’

2.1.2.3.1. Tip ve Eczaciik Alaninda Kullamim

Antimikrobiyal 6zelligi sayesinde, 6zellikle bakterilerin, viriislerin, mantarlarin
birgoguna kars1 dldiiriicii, yapilarin1 bozucu ya da gelisimlerini engelleyici etkilere sahip
oldugu i¢in, bazi bakteriyel, viriitik ve mantar kokenli enfeksiyon hastaliklarinda
kullanilabilmektedir. Metabolizmanin genel calisma sistemi ve endokrin bezlerinin

caligmalarinin  diizenlenmesinde, igerdigi esansiyel yag asitleri sayesinde lokal
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anestezide, antitiimor etkisi nedeniyle 6zellikle akciger kanserlerinde, hastalik sonrasi
halsizligin ve yorgunlugun giderilmesinde, doku ve hiicrelerin formasyonunu
diizenlemede, antiromatik Ozelligi nedeniyle romatizmal hastaliklarin tedavisinde,
bagisiklik sistemini diizenlenmesinde hastaliklara karsi viicut direncini arttirmakta

kullanilir. Propolisin mikroorganizma gruplarina kars1 etkisi Tablo 8’de listelenmistir.

Tablo 8. Propolisin mikroorganizma gruplarina kars etkisi

Antimikrobiyal Etki Hedef Organizma

Bakterisidal etki Bacillus larvalari
Bacillus subtilis ve dig.
Staphylococcus tiirleri
Staphylococcus aureus
Streptococcus
Streptomyces
Saccharomyces cerevisiae
Escherichia coli
Salmonella ve Shigella
Anaerobik suslar
Klebsiella pneumoniae

Fungisidal etki Candida albicans
Aspergillus niger
Botrytis cinerea
Ascosphaera apis
Plasmopara viticola

Antiviral etki Herpes
Patates viriisii
Influenza

Nematodisidal etki Ascaris suum

Propolisin antimikrobiyal aktivitesini konu alan bazi ¢alismalarda, propolisin
yalnizca gram pozitif bakteri ve bazi funguslara kars1 aktif oldugu;® bir digerinde ise
gram negatif bakterilere kars1 ise aktivitesinin zayif oldugu belirtilmistir.*

Antiinflamatuar etkinligi sayesinde hem akut hem de kronik safhalarda
kullanilabilecek, diisiik maliyetli ve potansiyel bir anti-inflamatuar ajandir.*® Fareler ve

tavsanlar istiinde yapilan c¢alismalarda, propolisin hidroalkolik soliisyonlar1 topikal
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olarak, enjeksiyonla ve de oral uygulamay: takiben antiinflamatuar aktiviteye sahip
oldugu goriilmiistiir.>® Propoliste bircok anti-inflamatuar madde bulunur. Anti-
inflamatuar yonii giiclii olan bu maddelerden en Onemlileri; kafeik asit, kuersetin,
naringenin ve kafeik asit fenil ester (CAPE)’dir.*

Bu 6nemli bilesikler, makrofajlar tarafindan prostaglandin ve 16kotrien sentezinin
baskilanmasina katkida bulunur ve miyeloperoksidaz aktivitesi, NADPH-oksidaz, ornitin
dekarboksilaz ve tirozin-protein-kinaz iizerinde inhibe edici etkilere sahiptir.*? Yine
propoliste bulunan salisilik asit, apigenin, ferulik asit ve galangin de anti-inflamatuar
etkilere sahiptir.*3

Antikansorejen etkinligi sayesinde de, propolis yine gz doldurmaktadir. Bas ve
boyun, beyin ve omurilik, kan, cilt, meme, pankreas, karaciger, kolon, prostat, bobrek ve
mesane kanserleri gibi daha bir¢ok kanser tiiriine kars: etkili oldugu yapilan ¢alismalarla

kanitlanmustir.*

Yapisinda bulunan bir¢ok farklt bilesenin antitiimor etkisi
incelendiginde bunun sebebinin apoptoz, hiicre dongiisii tutuklugu ve metabolik yolaklara
miidahalesi sonucunda tiimér olusumunu engelleyici rol oynadigi gdsterilmistir.*®

2.1.2.3.2. Propolisin Gida Sanayinde Kullanim

Stirekli artan diinya niifusu karsisinda gida temini ve gidaya ulasim
zorlagmaktadir. Bu ylizden, gidalarin depolanma ve tasinmasi esnasinda icerik kalitesinin
korunup; marketlerde yerini aldiktan sonra raf d6mriiniin uzun olabilmesi gliniimiizde ¢ok
onemlidir. Gida bozulmasini engellemek adina “gida katki maddesi” olarak kullanilan
bir¢cok kimyasal madde, uzun siirecte insan sagligina zarar verebilmekte, tiilketimi sonucu
birgok yan etkiyi hatta psikolojik sorunlar1 ortaya cikarabilmektedir.*® Bu tarz yan

etkilerin ortaya c¢ikmasi, gida iireticilerini dogal ve yan etkisiz “koruyucu madde”

arayisina itmistir.
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Bu konuda yapilan bir ¢alismada propolis, ar siitii ve bal ile muamele edilen taze
sigir, tavuk, domuz eti ve balik filetolarinda oksidatif bozulmanin yavasladig
gozlemlenmistir. Bunun sebebinin balin, 6zellikle de propolis ve ar1 siitiiniin antioksidan
aktivitesi oldugu tespit edilmistir.*’ Marinasyon sirasinda islenmemis tavuk etlerine
propolis uygulandiginda mikrobiyal gelisimi engelledigi, islenmis etlerde ise toplam
ucucu nitrojen (TVBN) igerigini ve TBA degerlerini azalttig1 gdzlemlenmistir.*®

Propolis hem antibakteriyel ve hem de antioksidan &6zelligi sayesinde, gidalarin
clirlimesini ve bozulmasini engelleyici role sahiptir. Bu 6zellikleri ile glinlimiiz gida
sanayisinde “dogal koruyucu madde” olarak yerini almaya baslamistir.

2.1.2.3.3. Propolisin Diger Kullanim Alanlari

Propolisin tarim alaninda, ¢imlenme engelleyici olmasi nedeniyle yumrulu
bitkilerin saklanmasinda kullanilir. Mobilya sanayinde ise cila islerinde kullanilir.

Kozmetik sektoriinde, kozmetik tiriinlerin i¢eriginde, giin gectikce artan oranlarda
propolis kullanilmaktadir. Ozellikle propolisle birlikte gesitli bitki ekstraktlar1, diger ar1
tirtinleri (bal, ar1 siitii vb.) ve E vitamini bir araya getirilerek, bu tarz 6zel karigimlarla
pozitif etkisi yliksek kozmetik iiriinler tiretilmektedir. Propolis kullanilarak olusturulmus
bu karigimlar cildi besleyici, temizleyici ve onarict olarak krem, siit ve pomatlarin
iceriginde yer almaktadir.

Veterinerlikte propolis, evcil hayvanlarin ayak ve deri problemlerinin ¢6ziimiinde,
endometritisin tedavisinde basarili sonuglar vermistir.

2.1.2.4. Propolis Ekstraksiyonu (Oziitleme)

Ekstraksiyon, belli bir sicaklik ve basing altinda basta alkol, su ya da bagka bir
¢Oziicii kullanilarak organik veya inorganik maddelerin ig¢eriginde yer alan bilesenlerin

saflagtirilmasi, ayristirilmasi veya kararliliginin ve etkisinin arttirilmasi islemidir.
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Giliniimlizde, bir¢ok bilesenden olusan propolis i¢in de farkli c¢oziiciiler
kullanilarak; farkli igerige sahip ¢esitli Oziitleri hazirlanabilmektedir. Propolis Oziitii
hazirlanirken ¢oziicii madde olarak su, etil alkol ve yag kullanilmaktadir.

Ekstraksiyonda en ¢ok tercih edilen ¢oziicii olan “etanol” kullanilarak hazirlanmis
propolis oziitleri, biyolojik agidan aktif bilesiklerce ¢ok zengindir.*® Su kullanilarak
hazirlanmis sulu propolis 6ziitli, etil alkollii propolis 6ziitiine oranla fenolik bilesik
miktar1 agisindan 10 kat daha fakir kalmaktadir. Cogunlukla, biyolojik agidan aktif
maddelerin suda ¢oziiniirliigliniin diisiik olmasi, fenolik madde zenginligi agisindan iki
oziit arasindaki bu ciddi farkliliga sebep olmaktadir.®*®* Aymi sekilde yagda biyolojik
acidan aktif maddelerin ¢oziiniirliigli sudaki ¢oziiniirliige benzer olarak diisiiktiir ve yag
kullanilarak hazirlanmis propolis Oziitleri de en az sulu propolis 6ziitleri kadar fenolik
madde agisindan zayiftir.>2

Etil alkol kullanilarak hazirlanmis (etanolik) propolis 6ziitlinlin, etanol
kullan1lmadan hazirlanmis (etanolsiiz) diger propolis dziitlerine kars1 belirttigimiz artilart
olmasina karsin, yine literatiirde etanolsiiz propolis 6ziitleri ve bunlarin ana bilesiklerinin;
etanolik oziitlere kiyasla “daha yiiksek farmakolojik aktiviteye sahip olduguna” dair
bilgiler de mevcuttur.>

Ornegin; suda hazirlanmis propolis &ziitii, etil alkolde hazirlanmis propolis
Oziitiiyle karsilagtirildiginda, sulu propolis Oziitiinlin etanolik Oziitiine kiyasla serbest
radikallerin olusumunu daha giiclii sekilde baskiladig1 goriilmiistiir.>* Dikkat ¢eken
verilerden bir bagkasi ise, propolisin suda ¢oziiniir tiirevleri ve polifenolik bilesiklerinin,

tiimor hiicrelerinin biiyiimesini ve proliferasyonunu énemli 6l¢iide azaltmasidir.*
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2.1.3. Polen

2.1.3.1. Polenin Tarihi

Misirhilarin tarihte “hayat veren toz” olarak tanimladiklar1 ar1 polenini, antik
Yunan'da insanlar arilarin bacaklarinda tasidiklar1 balmumundan koéken alan polen
topaklar1 olarak diisiinliyorlardi. Aristoteles, tinlii kitab1 Historia animalium'da polene de
yer vermis, polenin sertlik olarak balmumunu andirdigini; ancak ari1 ekmegi veya
sandarac (selvi benzeri kiigiik Tetraclinis articulata agacindan elde edilen bir regine)
oldugunu gozlemlemistir.>®

Cin’de, binlerce yildir ar1 polenini ilag olarak kullanmis ve insanlar tarafindan tam
bir besin kaynag olarak gériilmiistiir.>” “Bat1 tibbinin babalar1” olarak bilinen Hipokrat,
Plinius ve Pisagor ar1 poleninin iyilestirici 6zelliklerine inanmis ve hastalarina siklikla
recete etmislerdir. Latince’de ince un veya toz anlamina gelen polen, ilk olarak 1686’da
John Ray tarafindan Historia plantarum’da kullanilmistir.

Ikinci Diinya Savasindan sonra ar1 poleni toplamak igin polen tuzaklarmmn
gelistirilip kullanima ge¢cmesiyle birlikte, biiyiik 6lgekte besin sektdriinde yerini almaya
baslamistr.56%

2.1.3.2. Polenin Yapisi ve Ozellikleri

Dogada bitkilerin neslini devam ettirebilmesi i¢in, bitkilerin erkek organlarinda
meydana gelen ve “polen” adimi verdigimiz {ireme {initeleri ile arilarin bu polenleri
toplayarak isledigi ve kolonide kullandigi “ar1 poleni” arasinda ince bir fark vardir.
Cicekli bitkilerin erkek organlarinda meydana gelen iireme iinitelerine polen denir.>® Ar
poleni ise, geng is¢i arilarin bitkilerden topladiklari bu saf poleni bir miktar tiikiiriik sivisi
ile kaplayarak yapiskanlik kazandirip, pelet (topak) haline getirdikleri halidir. Olusan bu

yeni iiriin, “ar1 iiriinii” olarak bilinen ar1 polenidir.®
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Sabahin erken saatlerinden itibaren polen toplamaya baslayan arilar oncelikle
midelerini bal ile doldurup kovandan ayrilirlar. Cigcekleri gezen bal arisi, sert viicut
killarina yapisan poleni orta bacaklarinda yer alan fircalar araciligiyla toplar ve tiikiirtik
salgisiyla nemlendirerek polenlerin birbirine yapigsmasini saglar ve yine orta bacaklari

yardimiyla arka bacaklarindaki polen sepetine (korbikula) yerlestirir.516?

Arilarin topladiklar1 polenler ile insanlarin topladiklar1 polenlerin igeriklerinin

karsilastirilmasi1 Tablo 9’da sunulmustur.

Tablo 9. Arilarin ve insanlarin topladiklar1 polenin igeriklerinin karsilastirilmasi

Icerik Arilarca Toplanan Elle Toplanan
(%) (%)

Su 11 10

Ham protein 21 20

Kiil 4

Eter ekstrakti (ham yag) 5 5

Indirgenmis seker 26 3

Indirgen olmayan seker 8

Nisasta 8

Bilinmeyen kisim 29 43

Polenin is¢i arilar tarafindan toplanmasinin sebebi, koloninin ari siitii iiretimi ve
yavru yetistiriciliginde protein ihtiyacini karsilamaktir®® ve polen arilar icin tek protein
kaynagidir.®* Bal arilarmin yavru yetistirmesinde ve geng donemlerinde dokularinin,
kaslarmin, salgi bezlerinin ve diger organlarinin yeterince gelismesi i¢in gerekli olan
protein, lipit, sterol, vitamin ve minarelleri saglayan tek besin maddesi polendir.%>®

Ornegin; bir is¢i ar1, ergin hale gelebilmek igin ihtiyag duydugu 3.21 mg proteine,

yaklasik 145 mg polen tiiketerek ulasabilmektedir.®® Ana ar ile ilk ii¢ giinliik yastaki
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erkek ve is¢i ar1 larvalarinin protein ihtiyaglarini karsilamak igin tiikettikleri ar1 siitliniin
ana kaynagimi polen teskil etmektedir.®?

Bal arilari, farkli farkli bitkilerden polen topladiklari i¢in kimyasal kompozisyonu
da birbirinden oldukg¢a farklilik gésterir. Bu yiizden, polenin standart bir bilesimini ortaya
koymak zordur.®” Genel olarak bir polenin bilesimi, %7.5 ile %40 aras1 protein, %15 ile
%50 aras1 sekerden olusmakta olup %15 ile %50 aras1 oldukga yiiksek miktarlarda nisasta
ihtiva etmektedir.*°

Polende ¢esitli vitaminler, 28 farkli mineral, 11 enzim ya da koenzim, 14 yag asidi,
11 karbonhidrat bulunur ve kalori agisindan diisiiktiir. Polen, bal aris1 larvalarinin gelisimi
icin son derece 6nemli bir yeri olan B vitaminlerince (B1, B2, B3, B5, B6) zengindir ve
polenin, vitamin C, A, E, folik asit, rutin, karotenoidler, biotin, riboflavin, niasin, HGH

(insan biiyiime hormonu) ve gonadotropin igerdigi de saptanmustir.%®

Polende, arginin, histidin, 16sin, isoldsin, lisin, metiyonin, fenilalanin, treonin,
triptofan ve valin gibi esansiyel aminoasitler bulunur. Ayrica prolin, glisin ve serin gibi
esansiyel olmayan ama gelismeyi olumlu yonde etkileyen aminoasitler de mevcuttur.®!

Polenin bilesiminde bulunan baslica aminoasitler Tablo 10°da sunulmustur.5®
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Tablo 10. Polenin bilesenleri

Bilesen Deger
Enerji 2.46 Kcall/g
Protein %23.7
Karbonhidrat %27
Lipit %4.8
Fosfor %0.53
Potasyum %0.58
Sodyum %0.044
Kalsiyum %0.225
Magnezyum %0.148
Cinko 87 ppm
Bakir 14 ppm
Demir 140 ppm
Nikel 4.5 ppm
Tiamin 9.4 ppm
Niasin 157 ppm
Riboflavin 18.6 ppm
Pridoksin 9 ppm
Pantotenat 28 ppm
Folik Asit 5.2 ppm
Biotin 0.32 ppm
Vitamin C 350 ppm
Karoten 95 ppm
Vitamin E 14 ppm
Arginin %5.3
Histidin %2.5
Isolosin %5.1
Losin %7.1
Lisin %6.4
Metiyonin %1.9
Fenilalanin %4.1
Treonin %4.1
Triptofan %1.4
Valin %5.8

2.1.4. Ar1 EKmegi (Perga)

Temel maddesi polen olan bir baska ar1 iiriinii de “perga” olarak da bilinen ar1
ekmegidir. Is¢i arilarm kovana getirdikleri polen yiiklerinin arilarca kullanilabilmesi i¢in
fermantasyon siirecinden ge¢mesi gerekir. Petek gozlerine depolanmis polenler, isci
arillarca sikigtirilarak iizerine bir miktar sindirim igerigi ve bal eklenir ve petekler

balmumu ile kapatilir.”® Petek gozlerine bu sekilde depolanan polenler, sindirim
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enzimleriyle gelen mikroorganizmalarin da etkisiyle yaklasik iki hafta silirecinde
fermantasyonunu tamamlar ve olgunlasip ar1 tilketimine uygun hale gelir.®%’® Boylece
petek gozlerinde depolanan ve fermantasyona ugrayan polenler, ‘ar1 ekmegi’ ya da
‘perga’ olarak adlandirilmaktadir.”®

Ar ekmeginin bilesiminde ortalama olarak %20-22 aras1 protein, %2435 arasi
karbonhidrat, %1.6 lipid, %2.43 mineral, %3.5 laktik asit, %35 seker ve %1.6 yag
bulunur.”2” Ar ekmegi bilesiminde esansiyel aminoasitler olan; arjinin, izoldsin,
histidin, 16sin, metiyonin, fenilalanin, lisin, trionin, triptofan ve valin ile birlikte,
karbonhidratlar, yag asitleri, vitaminler (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B8, B10, B11, B12, E,
D, K, C, F), 6zellikle P vitamini (Rutin), provitamin A (Karoten), ¢esitli mineraller ve
oligoelementler (6zellikle potasyum ve demir, Ca, CI, Co, Cu, Fe, I, Mg, Mn, Na, Ni, P,
Se, Si, S, Zn), basit sekerler, ucucu yaglar, enzimler, pigmentler, fitohormonlar ve diger
biyolojik olarak aktif dogal maddeler igerir.”*"

2.1.4.1. Ar1 Ekmegi ile Polenin farklar

Ar ekmegi, polenden farkli olarak 6zel enzimlerce fermente edilir ve bu sayede
igerisindeki mineraller daha yararli bir duruma gelir. Boylece, polene gore en az {i¢ kat
daha yiiksek biyoaktif 6zellige sahiptir.”® Depolama siiresince ar1 ekmegi daha stabildir.
Kurutma veya donmaya kars1 polene gore cok daha dayaniklidir.” Polen aktivitesi
(vitamin ve enzim igerigl) 2 veya 3 aylik depolamadan sonra azalir. Ar1 ekmegi
aktivitesini daha uzun siire korur.” Ar1 ekmegindeki laktik asit konsantrasyonu polene
gore alt1 kat daha yiiksektir ve ar1 ekmegi polene kiyasla daha yiiksek miktarda serbest
aminoasit icerir.”” Ar1 ekmeginin etkileri polene benzer olmasina karsin, sindirimi polene
oranla ¢ok daha kolaydir.”>"® Ar1 ekmegi ve polenin bilesenlerinin karsilastirilmas1 Tablo

11°de verilmistir.
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Tablo 11. Ar1 ekmegi ve polenin bilesimlerinin karsilastirilmasi

Polen Ar1 Ekmegi
Proteinler %24.06 %20.30-21.70
Yaglar %3.33 %0.67-1.58
Karbonhidratlar %18.50 %24.40-34.80
Laktik Asit %0.56 %3.06-3.20
pH 6.3 4.3

2.1.5. An Siitii

An siitli, 5-15 giinlik geng is¢i arillarin (Apis mellifera L.) bogaz bezleri
(hipofarengeal) ve list cene (mandibular) bezlerinden salgiladig1 ve ana ar1 larvalarinin
temel besinini olusturan yapiskan bir maddedir.”” Geng is¢i arilar, topladiklar1 polen ve
nektar1 sindirim organlarinda hazmettikten sonra, bas kisimlarinda bulunan yavru gidasi
salg1 bezlerinden (mandibular ve hipofaringeal) ar1 siitii salgilarlar. Ar siitii heniiz
salgilanip agiz bosluguna verildiginde siit kivamindayken; petek gozlerine konulduktan
sonra koyulasir ve krem rengini alir.”

2.1.5.1. An Siitiiniin Tarihi

Ar siitii diger tiim ar1 tirlinlerinde oldugu gibi insanlik tarihinde eski bir ge¢mise
sahiptir. Tarihte ar1 siitiinlin insanlar tarafindan kesfi ve kullanimi1 antik yunana dayanir.
Antik Yunan doneminde “Ambrosia” olarak adlandirilan ve Olimpus Tanrilarina sunulan
oliimsiizliik yiyeceginin igerisinde ar siitiiniin kullanildig1 belirtilmistir.”® Tarihgiler, yine
antik Yunan doneminde insanlarin bal peteklerinde yer alan bal ile birlikte larva, propolis,
polen ve art siitiinii birlikte taze olarak tiikettiklerini rapor etmislerdir.®

Tarihte ilk kez ari siitiiniin arilarin istiindeki énemli roliinii ve kralige arinin

olusumundaki etkisini kesfeden ise iinlii filozof Aristo'dur. Aristo ar1 siitliniin 6zellikle
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diisiinme kapasitesi ve fiziksel gilicii artirmada etkili olduguna inanmis ve okulunda
verilen sabah kahvaltilarinda 6zel olarak sadece bal ve ar1 siitiinden olusan bir yiyecek
hazirlatmistir.8! Antik muisirda da an siitii 6zel bir yere sahipti. Kendi doneminde
giizelligiyle tinlii Kleopatra'nin, ar1 siitlinii kozmetik olarak kullandigini ve giizelligini ar1
siitline borg¢lu oldugunu belirten tarihi kaynaklar bildirilmistir. Firavunun da ar1 siitii
tiikkettigi ve bu iirliniin antik misir da glic sembolii oldugu da tarihgiler tarafindan yine
bildirilenler arasindadir.8!

Cin'de de ar siitlinlin 6nemi antik c¢aglardan beri anlasilmis ve geleneksel tip
alaninda kullanilmistir. Cin prenslerinin dmriiniin uzun olmasi i¢in ve ileri yaslarinda
cinsel gii¢lerini korumak amaciyla imparatorluk bahgelerinde 6zel olarak ari siitii
tiretilmis ve kullanilmistir. 1793 yilinda ar1 siitiine royall jelly ismini ilk kullanan bilim
insan1 Issvigre'li bilim insan1 Huber dir. 1852 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
Langstroth, arsiitiiniin ilk kimyasal analizlerini yapmus, etkin analizler 1940“1 yillara
kadar miimkiin olmamistir. 1960’11 yillara gelindiginde, apiterapinin iinlenmesiyle
birlikte, ar1 siitiiniin fonksiyonel besin olarak kullanimina baslanmustir.®?

2.1.5.2. An Siitiiniin Yapisi ve Ozellikleri

Rengi normalde sarimtirak olup; depolama siiresine gore rengi koyulagmaktadir.
Kokusu keskin, tad1 eksimsi ve tathidir. Ari siitii suda kismen ¢6ziinebilen, viskoz, jel
kivaminda, yogunlugu 1.1 g/ml ve pH s1 3.4-4.5 olan bir maddedir.®?

A siitii, su (%50-60), proteinler (%18), karbonhidratlar (%15), lipitler (%3-6),
eser mineraller, suda ¢oziinilir vitaminler, serbest aminoasitlerden olusan kompleks bir
bilesiktir.2% Tablo 12°de taze ar siitiinde ve liyofilize ar1 siitiindeki bilesenlerin oranlar

goriilmektedir.®

33



Tablo 12. An siitiiniin bilesenleri

Taze Liyofilize
Bilesenler Ar Siitii Ar Siitii
Su (g/100g) 60-70 <5
Lipidler (g/100g) 3-8 8-19
10-HDA (9/100g) >1.4 >3.5
Protein (g/1009) 9-18 27-41
Fruktoz (g/100g) 3-13 -
Glukoz (g/100g9) 4-8 -
Sukroz (g/100g) 0.5-2.0 -
Kiil (g/100g) 0.8-3.0 2-5
pH Asitlik (ml 0.1N NaOH/qg) 3.4-45 3.4-45
Furozin (mg/100 g protein) <50 -

At siitii vitamin igerigi acisindan 6zellikle B ve C vitamini yoniinden zengindir.

Tablo 13°de ar1 siitiiniin gram basia vitamin degerleri verilmistir.”®

Tablo 13. Ar siitiiniin vitamin igerigi

Vitaminler Miktar (Mikrogram)
Vit. B1 Tiamin 1.3-2

Vit. B2 Riboflavin 7.5-10

Vit. B6 Piridoksin 2-8

Vit. H Biotin 2-3

Vit. C Askorbik Asit 3-5

Pantotenik Asit 195-250

Nikotinik Asit 395-475

Folik Asit 0.3-0.35

Inositol 100-125

Ar siitii igeriginin en dnemli kismini proteinler temsil eder. Ar siitii, Major Royal
Jelly Protein (MRJP) olarak bilinen ve ana armin beslenmesinde énemli bir rol oynayan
bir protein ailesi igerir.2> Dokuz ¢esit MRJP (MRJP1-9) karakterize edilmistir ve MRIP1

ar1 siitii igindeki ana proteindir.®
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Ar siitii, proteinlerin yan1 sira igerigi en az sekiz temel aminoasitle, en yiiksek
serbest aminoasit zenginlige sahip olan dogal iiriinlerden biridir.8” An siitiiniin bir diger
onemli kismini %80-85 oraniyla yag asitlerinden olusan lipit fraksiyonu temsil eder. 8
Ar siitiinde yer alan organik asitler genellikle 8-12 karbon atomuna sahiptir ve bu yag
asitleri hidroksil yag asitleri veya dikarboksilik asit seklinde bulunmaktadir. Bu yag
asitleri arasinda ar1 siitiine 6zgili olup ana asit olarak 6ne ¢ikan ve benzersiz bir aktif
madde olan 10-hidroksi-2-dekenoik asit (10-HDA) ar siitii i¢in &zel bir yag asididir.®
10-HDA kimyasal olarak, ar siitiiniin kalitesi ve tazeligini belirleyebilmek i¢in
uluslararasi bir standart olarak benimsenmistir.3*

An siitiinde yer alan MRJP aile iiyelerinin, Apalbumin 1, Glukoz Oksidaz, o-
Glukozidaz precursorii, Glukoz Dehidrogenaz, ADP/ATP Translokaz, Askorbinoksidaz,
Amilaz, Invertaz, Katalaz, Asit Fosfataz, Insiilin Benzeri Peptid, protein baglayici
ozellikteki Apismin, lipit transport fonksiyonlu Apolipophorin I1ll benzeri proteinler
oldugu; bunlarin yanmi1 sira Royalactina, Jelleines, Royalisin gibi proteinlerin de ari
siitiinde yer aldig1 ortaya koyulmustur.”%#°

2.1.5.3. An Siitiiniin Insan Sagh@ Ustiindeki Etkilerini Gésteren Calismalar

An siitiinlin antibakteriyel, antiinflamatuar, antioksidan, tansiyonu diisiiriicii,
antiseptik ve antitiimor gibi olumlu etkileri bulundugu yapilan c¢aligmalarda ortaya
konulmustur.?®%! An siitiiniin beyin hiicrelerinin olusumuna katkida bulundugunu da
bilinmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, Haddadin ve arkadaslari, ar1 siitiiniin fiziksel performansi
artirtp hafizay1r giliclendirdigini ve deri yenilenmesine yardimci oldugunu, ayrica kan
damarlarini genisletici 6zelliginden dolay1 tansiyon diisiiriicii etkisini, yorgunluk giderici,
antiinflamatuar, antibakteriyal, antioksidan, antitiimor, antialerjik, gelisme ve biiylimeyi

hizlandirici, hormonal diizenleyici, bagisiklik sistemini uyarici etkisinin oldugunu
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bildirilmislerdir.%®

Ari siitiiniin yapisindaki 10-Hidroksi-delta-2-dekanoik asit (10- HDA) maddesinin
bakteri ve kiiflere kars1 antibakteriyel etkiye sahip oldugu bilinmektedir.®® Ar siitii, 10-
HDA sayesinde 6zellikle Salmonella, Proteus spp, E. coli, Bacillus subtilis ve S. Aureus
mikroorganizmalarina kars1 giiclii antibiyotik etki gostermektedir.%*

Azab ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismada erkek albino fareleri radyasyona maruz
birakmig ve ar1 siitiiniin oksidatif stres ve doku yaralanmalarindaki etkilerini ortaya
koymaya calismislar; sonug olarak ar1 siitli verilen farelerde hematolojik, histolojik ve
biyokimyasal iyilesmeler goriildiigiinii ve bunun da ar1 siitiiniin antioksidan 6zelliginden
kaynaklandigimi belirtmislerdir.*®

Kohguchi ve arkadaslari, erkek tavsanlar tizerine yaptiklari ¢alismada, ar1 siitiiniin
testosteron seviyesini artirdigi, sperm sayisinda ve hareketliliginde artisa sebep oldugunu
bildirmislerdir.*® Nakaya ve arkadaslari, ar siitiiniin etkilerini meme kanserli hastalar
iistlinde arastirmis ve calismada ari siitii verilen kanser hastalarinda, lenfositler tarafindan
immunglobulin {iretiminin arttirdigin1 ve anti-kanser etki gosteren IgM ve IgG artisina

yol agtigini tespit etmislerdir.®’
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2.2. Kronik Inflamasyon ve Sitokinler

2.2.1. Kronik inflamasyon

Kronik inflamasyon, inflamatuar uyaranlara karsi devam eden, uzun siireli konak
yanitin1 olarak tanimlanabilmektedir. Genel olarak, ii¢ nedene bagli olarak kronik
inflamatuar yanit ortaya ¢ikar: diisiik virilansli mikroorganizmalar, otoimmiin
hastaliklarda kendi antijenlere kars1 ve temizlenmesi zor olan ekzojen maddelere karst.
Karakteristik olarak, kronik inflamasyon, yok edilmesi zor olan patojenlerin kalici
enfeksiyonlarma yanit olarak ilerler.%

Akut inflamatuar yanitlarin aksine, kronik inflamasyon, bazi kronik inflamatuar
hastaliklarda haftalar, aylar hatta omiir boyu siirebilir. T hiicrelerinin, B hiicrelerinin,
plazma hiicrelerinin veya makrofajlarin baskinligi ile farkl tipte kronik inflamatuar
reaksiyonlar goriilebilir. Uzun siireli kronik inflamasyonda, plazma hiicreleri inflamatuar
infiltratta siklikla belirgindir ve bu tip inflamatuar reaksiyonda lokalize immiinoglobulin
salgilanmas1 patofizyolojide dnemli olabilir.%®

Makrofajlar, kronik inflamatuar yanitlarin temel hiicresel unsurlaridir. Klasik
olarak aktive olan makrofajlar, mikrobiyal patojenler gibi zararli ajanlarin ortadan
kaldirilmasinda merkezi bir rol oynar. Klasik olarak aktive edilmis makrofajlar, kronik
inflamasyonda ve gecikmis asir1 duyarlilik olarak adlandirilan bir tlir immiin inflamatuar
yanitta ve bunun sonucu olarak temas duyarliliginda gézlenen doku hasarinin ¢ogundan
sorumludur. Bu makrofajlarin 6zellikleri ve islevleri arasinda artan miktarlarda lizozomal
enzimler; bazi reaktif oksijen ara {iriinlerinin, 6zellikle hidrojen peroksitin artan tiretimi,
reaktif nitrojen ara lirlinlerinin artan liretimi; ve bir¢ok sitokinin (6rnegin, interlokin (IL)-
12, timor nekroz faktorii (TNF)-alfa), bliylime faktorlerinin ve diger inflamatuvar

medyatdriin iiretiminin artmasi goriilebilir.%®
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2.2.2. Sitokinler

Sitokinler basta lenfositler, monositler ve makrofajlar ile baz1 somatik hiicreler
tarafindan sentezlenen ve hiicreler arasi iletisimde sorumlu haberci molekiiller olarak
gorev listlenen ve viicut savunmasinda yer alan peptid veya glikoprotein yapidaki

100 flgili hiicreler tarafindan sentezlenip bagisiklik yanitinin

eriyebilir molekiillerdir.
diizenlenmesinde gorev alan “hormon benzeri”” bu molekiiller, hiicresel kokenlerine gore
lenfokinler ve monokinler olarak ikiye ayrilir. T ve B hiicreleri tarafindan sentezlenen

sitokinler lenfokin olarak; monositler tarafindan sentezlenen sitokinler ise monokin

olarak adlandirilir (Tablo 14).1%

Tablo 14. Lenfokin ve monokinlerin karsilastirilmasi

Lenfokinler Monokinler

Lenfosit kaynakl: sitokinlerdir Makrofaj ve monosit kaynakli sitokinlerdir

T ve B hiicreleri tarafindan sentezlenir | Monositler ve makrofajlar taratindan
sentezlenir

IL-2, IL-4, IL-5, 1L-12, IL-15, IL-1a, IL-1B, IL-6 ve TNF-a

TGF-B (transforming growth factor-p).

Th1 kokenli sitokinler pro-inflamatuar; Th2 kdkenli sitokinler ise anti-inflamatuar
ozelliktedir ve iiretilen bu sitokinler bir¢ok enfeksiyon, otoimmdiin ve malign hastaliklarin
patolojisine etki etmektedir.1%2

Thl alt grubu hiicreleri, makrofajlarin fagositoz ve mikrop 6ldiirme kapasitelerini
artirarak enfeksiyonlara karsi savunma gelistirir. Th2 alt grubu hiicreleri ise B hiicrelerini,
IgM ve komplemani fiske etmeyen IgG4 ve IgE yapmaya yonetip hem akut hem de kronik
inflamasyonu ve geg tipte hiicresel duyarlilik reaksiyonunu inhibe ederler. Hiimoral
bagisiklik cevabin siddetinin artmasinda rol oynarlar.%®

Thl alt grubu tarafindan sentezlenen sitokinler: IFN-y, TNF-a ve 3, IL-2, IL-3, GM-CSF;

Th2 alt grubu tarafindan sentezlenen sitokinler: IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, 1L-13.1%
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Zinsser ve Tamiya 1926 yilinda sitokinlerin aktivitelerini ilk kez tanimlayarak,
sitokinlerin 16kositlerden salgilanan ¢o6ziiniir maddeler oldugunu ve damar duvari
fonksiyonlarini etkilediklerini bildirmislerdir. Ayni yillarda enfeksiyon hastaliklar1 ve
antijene bagimli immun yanitin {istline yapilan arastirmalarla sitokinler hakkinda
bilinenler daha da artmis ve 1980’lerden itibaren molekiiler klonlama teknolojisi
kullanilarak sitokinlerin karakterizasyonu yapilmistir. Boylece bir¢cok yeni sitokininin
daha kesfi miimkiin olabilmistir. Ge¢misten giinlimiize hizlanarak devam eden
arastirmalar sayesinde, sitokinler hakkinda bilinenler her gegen giin daha da artmakta ve
hastaliklarm ortaya ¢ikis mekanizmasinda sitokinlerin rolii daha iyi anlasgiimaktadir.%°

2.2.2.1. Sitokinlerin Siniflandirilmasi

Sitokinler interlokinler (IL), interferonlar (IFN), koloni sitiimiilan faktorler (CSF)

ve tiimor nekrosis faktorler (TNF) olarak 4 ana guruba ayrilirlar (Tablo 15).1%

Tablo 15. Sitokinlerin genel olarak siniflamasi

Gurup Uyeler Diger isimleri
Interferonlar IFN- Alfa Lokosit Interferonu
IFN- Beta Fibroblast Interferonu
IFN- Gama Immiir Interferon
Interlokinler IL-1 Lenfosit Aktive Edici Faktor
Endojen Pirojen
IL-2 T Hiicre Biiylime Faktori
IL-3 Mast Hiicre Biiyiime Faktorii
IL-4 B Hiicre stimulatuvar Faktorii 1 (BSF-
IL-5 1)
IL-6 Eozinofil Diferansiyasyon Faktorii
B Hiicre Stimulatuvar Faktorii 2 (BSF-
2)

Hepatosit Stimiile Edici Faktor
Interferon Beta;

Koloni Stimiile Edici GM-CSF (Graniilosit/Makrofaj CBF)

Faktorler G-CSF (Graniilosit CSF), Pluripoietin
M-CSF (Makrofaj CSF), CSF-1
Eritropoietin

Tiimor Nekroz Faktorleri - TNF/C TNF- Alfa, Kasektin

Lenfotoksin TNF- Beta
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Sitokinlerle ilgili Ikinci Uluslararas1 Calisma Grubu’nun yaptigi 1979 yilinda
yaptig1 agiklamada, sitokinlerin ¢ogunun sadece tek bir hiicre kaynakli degil, birden fazla
hiicre kaynakli oldugunu ve farkli hiicrelerden sentezlenerek savunma sistemin degisik
hiicreleri arasinda karmasik bir etkilesim iginde bulunduklarini vurguladi. Boylece
16kositlerce sentezlenen birgok sitokin “interlokin” olarak adlandiriimaya baslandi. 1%’

Interlokin olarak adlandirilan bu  sitokinlerden baslicalarinin  sentezlendigi
hiicreler, etki ettikleri hiicreler, gorev ve etkileri ile molekiiler agirliklari soyledir:1%

Interldkin-1 o ve B: Makrofajlar ve somatik hiicrelerden sentezlenirler. Molekiil
agirliklart 17 kD dur. Hematopoetik sistem, immiin sistem {istiinde etki ederler ve
inflamasyona sebep olurlar.

Interlokin-2: T lenfositlerden sentezlenirler. Molekiil agirliklar: 15 kD dur. T ve
B hiicrelerini hedef alirlar. T hiicre biiylime faktorii olarak gorev alirlar.

Interlokin-3: T lenfositlerden sentezlenirler. Molekiil agirliklar1 28 kD dur. Erken
hematopoetik hiicreler iistiinde etki ederler ve hematopoetik biiylime faktorii olarak gérev
alirlar.

Interlokin-4: T hiicreleri ve mast hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Molekiil
agirliklar1 15-20 KD dur. T ve B hiicreleri ile erken hematopoetik hiicreler iistiinde etki
ederler ve immiin ve hematopoetik biiylime faktorii olarak gorev alirlar.

Interldkin-5: T hiicreleri ve mast hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Molekiiler
agirliklart 40-50 kD dur. Hedefledikleri hiicreler eozinofillerdir. Eozinofil biiyiime ve
farklilasma faktorii olarak gorev alirlar.

Interldkin-6: Fibroblastlar, T hiicreleri, makrofajlar ve somatik hiicreler tarafindan
sentezlenirler. Molekiil agirliklar1 26 kD dur. B hiicreleri ve megakaryositler hedef

hiicreleridir. Immiinglobulin iiretimini ve karacigerde akut faz protein iiretimini tesvik
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ederler.

Interlokin-7: Stroma hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Molekiiler agirliklar 25
kD dur. Erken T ve B hiicrelerini hedef alirlar ve T ve B hiicre biiyiime faktorii olarak
gorev alirlar.

Interlokin-8: Makrofajlar, endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve somatik hiicreler
tarafindan sentezlenirler. Molekiiler agirliklar1 10 KD dur. Hedef hiicreleri olan notrofiller
ve T Lenfositleri icin kemoatraksiyon yapicidirdir ve nétrofil/bazofil migrasyonunda
gorev alirlar.

Interldkin-9: Th2 hiicrelerince sentezlenirler. Molekiil agirliklar: 40 kD dur. Mast
hiicreleri ve eritroid oncii hiicreleri hedef alirlar. Hematopoezis ve T hiicre gelisiminde
gorev alirlar.

Interldkin-10: Yardimc1 T ve B hiicreler, Keratinositler, Makrofajlar tarafindan
sentezlenirler. Molekiil agirliklari 16-20 kKD dur. B ve T hiicreler, monositler ve
makrofajlar1 hedef alirlar. Mast hiicre / B hiicre proliferasyonu ve antikor iiretimi ile
monositler / yardimer T hiicreleri tarafindan sitokin tiretiminin baskilanmasinda gorev
alirlar.

Interlokin-11: Fibroblastlar, Stromal hiicreler tarafindan sentezlenir. Molekiil
agirligi 23 kD dur. Megakaryositler, erken Hematopoetik hiicreler, B hiicrelerini etkiler.
Hematopoezi, trombopoezi ve B hiicre immiinglobulin sekresyonunu tesvik eder.

Interldkin-12: Makrofajlar ve B hiicreleri tarafindan sentezlenir. 70 KD molekiil
agirhigindadir. T hiicreleri ve NK hiicrelerini hedef alir ve IFN ve hiicre aracili
immiinitenin baskilanmasinda rol oynar.

Interlokin-13: T hiicreleri tarafindan sentezlenir. 10 KD molekiil agirhgindadir.

Monositler ve B hiicreleri hedef hiicreleridir. IgE iiretiminin baskilanmasini saglar.
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Interlokin-14: T hiicreleri, bazi B hiicreleri tarafindan sentezlenir. 60 kD molekiil
agirhigindadir. Ig sentezinin inhibisyonunu saglar.

Interlokin-15: Monositler, graniilositler ve fibroblastlarca sentezlenir. 14 kD
molekiil agirligindadir. T hiicrelerini uyarak T hiicre proliferasyonu ve biiylimesinde rol
oynar.

IFN o ve B: Lokositler ve fibroblastlarca sentezlenirler. Molekiil agirliklar1 18-20
kKD dur. Makrofajlar ve NK hiicreleri iistiinde etki gosterirler. Antiviral, antiproliferatif
ve immiinmodiile edici etki, MHC simif antijenlerinin indiiksiyonunda gorev alirlar.

IFN Gama: T lenfositler ve NK hiicreleri tarafindan sentezlenir. 20-25 kD molekiil
agirhigindadir. T ve B hiicrelerini uyarir. Apoptozisin inhibisyonu ve hiicre yiizey
antijenlerinin baskilanmasinda rol aynar.

TNF o ve B: Makrofajlar, Somatik hiicreler, T ve B lenfositlerce sentezlenirler.
17-18 kD molekiil agirhigindadirlar. Genel etki mekanizmalari vardir. Inflamatuar,
immiin yaniti artirict ve apoptozisi indiikleyicidir ve stromal hiicrelerden sitokin
iretiminde rol oynar.

Sitokinler, fonksiyonlarina gore incelendiginde ise dort guruba ayrilir.?%®

1- Dogal immuniteye aracilik edenler,

2- Lenfositlerin aktivasyonunu, gelisimi ve farklilagmasini saglayanlar,

3- Bagisiklik araciligiyla inflamasyonu diizenleyenler,

4- Immatiir 16kositlerin biiyiime ve farklilagmasini stimiile edenler.

Tablo 16’da fonksiyonlarina gore sitokinlerin gesitleri, sentez ve etki mekanizmasi

gdsterilmistir, 106109
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Tablo 16. Sitokinlerin fonksiyonlarina gére siniflanmasi

Sitokinin
Fonksiyonu

Sentez Yeri- Etki
Mekanizmasi

Igili Sitokinler

Dogal immuniteye
aracilik edenler

Lenfositlerin
aktivasyonunu,
gelisimi ve
farklilagsmasini
saglayanlar

Bagisiklik
araciliiyla
inflamasyonu
diizenleyenler

Immatiir
l6kositlerin biliylime
ve farklilasmasini
stimiile edenler

Enfeksiyon ajanlariin
uyarilmasi sonucu
monontikleer fagositlerce
aciga cikarlar.

Spesifik antijenin
taninmasina sonucu cevap
olarak T hiicreleri tarafindan
sentezlenir.

Spesifik antijenlerce
uyarilmig CD4* ve CD8" T
lenfositler tarafindan
uyarilirlar ve inflamatuar
l6kositleri aktive edip, bu
hiicrelerin T hiicresi
regiilasyonuna girmesini
saglarlar.

Bu etkiyi lenfositleri ve
diger hiicreleri stimiile
ederek yaparlar.

Tip I interferonlar (IFN)
Tiimdr nekrotizan faktor (TNF)
Interldkin-1 (1L-1)

Interlkin-6 (1L-6)

Kemokinler

Interlokin-2 (1L-2): T-hiicresi
biiytime faktorii

Interlokin-4 (I1L-4): IgE sentez
regiilatorii

Transforming biiyiime faktorii-b
(TGF-Db)

Interferon g (IFN-g):
Mononiikleer fagositlerin
birincil aktivatorii

Lenfotoksin (LT): Notrofil
aktivatori

Interlékin-10 (1L-10):
Mononiikleer fagositlerin
negatif regiilatorii
C-kit-ligand

Interlokin-3
(Koloni stimiile eden faktor)

Granulosit-makrofaj koloni
simulatdr faktor (GMCSF)

Monosit-makrofaj koloni
uyaran faktor (M-CSF)

Granulosit koloni stimiilator
faktor (G-CSF)

Interlokin-7 (1L-7)
Interlokin-9 (1L-9)
Interlokin-11 (1L-11)
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2.2.2.2. Sitokinlerin Gorev ve Ozellikleri
Sitokinlerin genel ozellikleri, viicuttaki etki mekanizmalari, birbirleri ile olan
etkilesimleri su sekilde 6zetlenebilir:

1. Sitokinler, inflamasyon, hiicre biiylimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya kars1 sistemik
yanit1 da i¢ine alan birgok immun ve inflamatuar olayda diizenleyici olarak gorev
alirlar. 110

2. Farkli hiicreler ayni tiir sitokin salgilayabilir ya da bir tiir sitokin, bir¢ok farkli
hiicreye etki edebilir. Bir sitokinin birden fazla hiicreye etki etmesine pleiotropik
etki denmektedir.

3. Sitokinlerin molekiil agirlig1 6000-60.000 dalton arasindadir. Bir sitokinin biiytikligi
aminoasit sayis1 ya da kilo dalton (kDa) olarak belirtilir.1

4. Sitokinler proinflamatuar veya anti-inflamatuar ozellikte ya da cift etkili (hem

proinflamatuar hem de anti-inflamatuar) olabilirler (Tablo 17).11

Tablo 17. Sitokinlerin inflamatuvar etkinlikleri

Sitokinler
Pro-inflamatuar Anti-inflamatuar Cift Etkili

TNF-a IL-1RA IL-6
TNF-B IL-4

IL-1 IL-10

IL-2 IL-11

IL-17 IL-13

INF-y TGF-p
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Sitokinler, yapilarinda bulanan karbonhidrat ve disiilfit kopriileri sayesinde
¢Oziinebilirlik Ozelliklerinin yani sira hem kararli hem de pargalanmalara karsi
direnclidirler.'*?

Sitokinler tek basina ya da diger sitokinlerle ortak olarak ¢alisabilirler.™*®

Sitokinler otokrin, parakrin ve endokrin etkilere sahiptir .14

Sitokinler hormona benzemekle birlikte tam olarak hormon seklinde
tanimlanamazlar.*®

Sitokinlerin depolanma 6zelligi yoktur. Depolanamadiklari i¢in ihtiya¢ halinde yeni
bir gen transkripsiyonu gerekir ve sitokinlerin transkripsiyon periyodu kisadir.1!6
Sitokin profilleri arasinda ortaya ¢ikan bireysel farkliliklarin bir boliimi, sitokin
genlerinin diizenleyici bolgelerindeki allellik polimorfizmlere bagli olarak ortaya
¢ikmaktadir.1%?

Interseliiler mediatdrler olan sitokinler, immiin cevabi olusturan hiicrelerin aksiyon
ve interaksiyonunu ydnlendirici ortak fonksiyonlar iistlenirler.!!3

Sitokinler, diger sitokinlerin sentezini ve yaptig1 etkileri degisiklige ugratabilir.*!’
Sitokinler, peptid veya glikoprotein yapida olabilirler.®

Immun tepkiler sirasinda sentezlenerek salinan sitokinler immun tepki alaninda uzun
siire kalamazlar; bobrege tasinarak dolasimdan uzaklastirilirlar. Ornegin; fareler
iistlinde yapilan deneysel ¢alismalarda sistemik olarak verilen interlokin-2 (IL-2)’nin
viicuttaki yar1 dmriiniin yalnizca bes dakika oldugu hesaplanmugtir.%

Sitokinler, hedef hiicrenin ylizey kisminda bulunan 6zel membran reseptorlerine
baglanarak etkilerini baglatirlar. Bu reseptorler transmembran protenlerdir ve 6zel

olarak sitokinler ile biiyiime faktdrlerini tan1y1p baglanabilme yetenegine sahiptir.*°
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16. Yiiksek diizeyde biyolojik aktivite gOsteren sitokinlerin, 0zel reseptdre sahip
hiicrelerle 10 -10" mol/L konsantrasyonda birlesmesi bile duyarli hiicreyi
uyarmalari i¢in yeterlidir.

17. Sitokinler, kan-beyin bariyerini gesitli mekanizmalarla gecip, merkezi sinir sistemi
(MSS) iizerinde degisik etkiler gosterebilirler. Sitokinler, MSS ile olan bu
etkilesimleri sonucu birtakim duygusal degismelere sebep olabilmektedir. '8

18. Diisiik konsantrasyonlarda bas agrisi, ates, miyalji akut faz cevabi gibi genel

enfeksiyon bulgulari ile; yiikksek konsantrasyonlarda sok ve 6liimle iligkilidirler.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi
tarafindan TYL-2020-8459 numarasi ile desteklenmistir.

3.1. Calismanin Tasarimi

Calismamiz prospektif, randomize kontrollii bir calismadir.

3.2. Etik Kurul Onay1

Calisma 6ncesinde Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan, 03.12.2019 tarihli ve 233 no’lu karari ile yerel etik onay1 alinmistir (Ek 2).

3.3. Calisma Materyallerinin Temini

3.3.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakimi

Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM)’den, 48 adet Sprague Dawley cinsi disi albino sigan temin edilmistir. Viicut
agirliklar1 200-220 gram araliginda olan siganlar ¢aligmaya dahil edilmistir.

Tilim sicanlar uygun kafeslere alinarak, tiim ¢aligma siiresince 12 saat aydinlik 12
saat karanlik altinda, 22-24 C° oda sicakligina sahip ve nem orani %45-50 diizeyinde
ayarlanmis odada yasatilmislardir. Polikarbonat seffaf kafeslerde yasatilan siganlar ad-
libitum beslenmisler, gilinliik olarak standart rat yemi (pelet) ve su iki giinde bir
yenilenmis, yem ve su kisitlamasi yapilmamistir. Yine belli araliklarla kafeslerin talagi
yenilenerek havalandirilmis ve temizlenmistir. Hayvanlar tstiinde yapilan cerrahi
islemler ve 6tenazi anestezi altinda gergeklestirilmistir.

3.3.2. An1 Uriinlerinin Temini

Deneyde kullanilan ar1 tiriinlerinden ar siitii, ar1 ekmegi(perga), polen ve organik
cicek bali, Egrigayir® (Cayli Organik Tarim Limited Sirketi, Erdemli / Mersin); su bazli
propolis ise Beeo Ar1 Uriinleri® (SBS Bilimsel BIO Céziimler Sanayi ve Ticaret Anonim
Sirketi, Istanbul) firmalarindan temin edilmistir.
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3.3.3. Biyokimyasal Kitlerin Temini

Pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokin diizeylerinin 6l¢iimleri i¢in BT
Lab® (Bioassay Technology Laboratory, Shangai, Cin) ELISA test Kitleri kullanilmistir.

3.3.4. Anestezi Maddelerinin Temini

Cerrahi islemler oncesi gerceklestirilen anestezide ve deney sonrasi Gtenazi
islemlerinde Ketamin (Ketalar® Pfizer Ilaclar1 Ltd. Sti. ABD) ve Xylazine (Xylazin Bio®
Bioveta Plc. Cek Cumbhuriyeti) kullanilmistir. Deney hayvanlarina, anestezi ve Gtenazi
islemleri i¢in Ketamin (90 mg/kg) ve Xylazine (10 mg/kg) oraninda intramuskiiler yoldan
verilmistir.

3.4. Deney Oncesi Yapilan Islemler

3.4.1. Cotton- Pelletlerin Hazirlanmasi

Calismamizda, Winter ve Porter tarafindan siganlarda kronik inflamasyon
olusturmak amaciyla uygulanmis olan “cotton pellet” yontemi kullanilmistir.}*°

Sicanlarin sirt kismina koyulacak cotton pelletler i¢in %100 saf pamuktan elde
edilmis steril olmayan hidrofil pamuk kullanilmistir. Cotton pelletler, her sigana bir adet
olacak sekilde hazirlanmistir. Her bir cotton pellet i¢in 8 + 0,1 mg agirliginda pamuk
kullanilmistir. Pamuklar hassas terazide tek tek tartilip elde yuvarlatilarak kiiciik
topguklar seklinde cotton-pelletler haline getirilmistir.

Hazirlanan pelletler Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Mikrobiyoloji
Anabilim Dali'nda sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Sterilizasyon islemi igin cam beher
kabin igerisine tiim pamuk toplar konularak, beherin agzi aluminyum folyo ile

kapatilarak, otoklavda 80 C°'de iki saat tutularak sterilize edilmistir.
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3.4.2. An1 Uriinlerinin Doz Ayarlamasi
Deney Oncesi, sicanlara verilecek her bir ar1 iirlinii i¢in literatiir taramasi yapilarak
tiim ar1 iirlinleri i¢in uygun dozlar belirlenmis ve doz ayarlamasi yapilmistir.

1120

Literatiir taramas1 yapilarak, bal grubu icin: 1 gr/kg bal*", propolis grubu i¢in: 100

121 #2122

mg/kg propolis==*, ar1 siitii grubu i¢in: 100mg/kg ar1 siitii~=*, polen grubu i¢in: 300mg/kg

123 124

polen*<°, ar1 ekmegi grubu i¢in: 500mg/kg ar1 ekmegi*<* verilmesine karar verilmistir.

Yedi giin stirecek deney siiresince tiim ari tiriinleri her deney 6ncesi literatiire bagl
kalinarak giinliik taze olacak sekilde hazirlanmistir. Her giin deney Oncesi tiim ar1
tiriinleri, tek tek hassas terazi 6l¢timleri yapilarak 5 ayr1 flakona alinmistir. Art iirlinlerinin
bulundugu flakonlara yaklasik 7 cc’lik distile su eklenerek, toplam 8 cc’ye tamamlanmus,
bdylece her sican icin 1 cc olacak sekilde, vortex cihazi ile karistirilarak verilecek dozlar
giinliik olarak hazirlanmigtir.

3.5. Deney Gruplarimin Belirlenmesi

Kronik inflamasyon tedavi etkinliginin arastirilmas1 amacuyla, cilt alt1 cotton pellet
yerlestirme yontemi kullanilarak kronik inflamasyon olusturulacak olan ratlar “bal,
propolis, ar1 siitii, polen ve ar1 ekmegi” verilecek 5 tedavi grubu olarak, randomize
edilerek kafeslere alinmistir. Ayrica inflamasyon sonrasi distile su verilecek bir kontrol

grubu ve higbir islem yapilmayacak olan bir saglikli grup, yine randomize iki ayr1 kafese

alimmustir. Boylece toplam 7 grup olusturulmustur (Tablo 18).
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Tablo 18. Calisma gruplari

Gruplar Uygulanan islem Verilen Madde
1 | Saglikli grup Higbir islem uygulanmadi -

2 | Kontrol grubu Cotton pellet ile inflamasyon modeli Distile Su

3 | Apiterapi grubu 1 | Cotton pellet ile inflamasyon modeli Bal

4 | Apiterapi grubu 2 | Cotton pellet ile inflamasyon modeli Polen

5 | Apiterapi grubu 3 | Cotton pellet ile inflamasyon modeli Propolis

6 | Apiterapi grubu 4 | Cotton pellet ile inflamasyon modeli Ar1 Ekmegi

7 | Apiterapi grubu 5 | Cotton pellet ile inflamasyon modeli Ar Siiti

3.6. Hayvan Deney Prosediirii

3.6.1. Cotton Pelletlerin Yerlestirilmesi

Hayvanlar iistiinde cerrahi islemler, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM) biinyesinde, uygun steril sartlar altinda
cerrahi islem odasinda gergeklestirilmistir.

Cerrahi islem Oncesi, siganlar tek tek siraya koyularak Ketamin/Xylazine (90/10
mg/kg) anestezisi altinda ilk once sirt kismi tiraglanip killardan arindirilmistir. Sirti
tiraglanan hayvan, heniiz anestezi altindayken hi¢ vakit kaybetmeden miidahale odasina
alinip cerrahi iglemlere baglanmistir. Bir 6nceki siganin cerrahi islemleri devam ederken
bir sonraki siradaki sican ayni sekilde anestezi altina alinarak tiras edilip cerrahi isleme
hazir hale getirilmistir.

Cerrahi isleme, siganin tiraglanmis sirt derisine aseptik sartlarda, batikon ile cilt
temizlenerek, bistiiri ile 0,5 cm kadar kiigiik bir kesi yapilarak baglanmistir. Yapilan
kiiciik kesi penset ile hafifce genisletilerek cilt alt1 bélgeye bir adet cotton-pellet (8+0,1
mg) yerlestirilmis ve sonra dikis atilarak kapatilmistir (Sekil 4). Cerrahi islem bu sekilde
tamamlanmis ve sicanlar temizlenmis, havalandirilmig, yem ve sular1 yenilenmis

kafeslere konularak dinlenmeye alinmstir.
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Sekil 4. Sicanlara cotton pelletlerin yerlestirilmesi

3.6.2. Ar1 Uriinlerinin Uygulanmasi

Cerrahi iglemin yapildig1 giin hayvanlara sadece standart rat yemi ve su verilmistir.
Iki saat araliklarla saglik durumlar1 kontrol edilmis, 24 saatin sonunda cotton pellet
yerlestirilmis sicanlarin sirt bolgesinde sislik belirtileri ortaya ¢ikmaya baslamistir.
Hayvanlara, inflamasyon belirtilerinin ortaya ¢iktig1 giinden baslanarak guruplaria gore
belirlenmis olan ar1 iiriinleri verilmeye baglandi. Saglik gurubuna higbir cerrahi miidahale
yapilmamuis, standart rat yemi ad-libitum beslendi. Kontrol gurubuna, cerrahi isleme tabii
tutularak kronik inflamasyon yapildi. Hayvanlara sadece standart rat yemi ve su verildi.

Birinci deney gurubu, cerrahi igsleme tabii tutularak kronik inflamasyon yapildi ve
giinde 1 gr/kg bal verildi. Ayrica standart rat yemi ve su ile beslendi.

Ikinci deney gurubu, cerrahi isleme tabii tutularak kronik inflamasyon yapildi ve
giinde 300mg/kg polen verildi. Ayrica standart rat yemi ve su ile beslendi.

Ucgiincii deney gurubu, cerrahi isleme tabii tutularak kronik inflamasyon yapildi
ve glinde 100 mg/kg propolis verildi. Ayrica standart rat yemi ve su ile beslendi.

Dérdiincii deney gurubu, cerrahi isleme tabii tutularak kronik inflamasyon yapildi
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ve giinde 500mg/kg ar1 ekmegi (perga) verildi. Ayrica standart rat yemi ve su ile beslendi.

Besinci deney gurubu, cerrahi isleme tabii tutularak kronik inflamasyon yapildi ve
giinde 100mg/kg art siitii verildi. Ayrica standart rat yemi ve su ile beslendi.

3.6.3. Deneyin Sonlandirilmasi

Deney, cerrahi islem yapilan giin ve sonraki ar1 liriinlerinin verildigi 6 giin olmak
tizere toplam 7 giin siirdii. Yedinci giiniin sonunda hayvanlar tekrar cerrahi islem odasina
alind1 ve Ketamin/Xylazine (90/10 mg/kg) anestezisi altinda insiilin enjektorii yardimiyla
kalplerinden 4+ cc kadar kan 6rnegi alindi ve sirtlarina yerlestirilmis cotton pelletler
cikarilarak, cotton pellet ve etrafinda olusmus graniilom dokusu ayr1 posetlere konuldu
ve -20 C°'de bir gece saklanmak iizere dolaba kaldirildi. Yine tiim si¢canlardan alinan kan
ornekleri bir gece boyunca bekletilmek iizere +4 °C’lik dolaba konuldu.

3.6.4. Deney Numunelerinin Saklanmasi

Deney sonlandirildiktan sonraki giin, kan 6rnekleri dolaptan c¢ikarilarak 2000-
3000 RPM'de 10 dakika siiresince santrifiijii yapildi ve elde edilen siipernatantlarin bir
boliimii serum sitokin diizeyi 6l¢limiiniin yapilacagi giine kadar kisa bir siireligine -20
°C’de saklamaya alindi. Diger boliimii de 6rneklerin yedek bir numunesinin bulunmasi
amaciyla alikodlanarak -80 C°'lik dolaplara kaldirildu.

-20 C'de saklanan etrafinda olugsmus graniilom dokusu olusmus cotton-pellet
ornekleri ¢ikarilarak 70 C°'de 2 saat boyunca kurutuldu ve hassas terazide her biri ayri
ayr tartildi ve mg cinsinden sonuglar1 not edildi.

3.7. Biyokimyasal Analizler

Art riinlerinin - kronik inflamasyon {stiinde anti-inflamatuar etkinligini
gozlemlemek ve karsilagtirmasini yapmak lizere siganlar listiinde modelledigimiz bu
calismada, deney sonunda hayvanlardan alinan kan 6rnekleri ile serum sitokin diizeyleri

Olctilerek, ar1 iriinlerinin immun sistem istiindeki etkileri goézlemlenmistir. Ayni
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zamanda bes ar1 Uriinii karsilastirilarak i¢lerinden en etkili antiinflamatuar 6zellige sahip
ar1 {lirtiniinlin hangisi oldugu arastirildi.

Bu amagla, elde edilmis tiim serum ornekleri {izerinden, pro-inflamatuar etkiye
sahip sitokinler olan serum IL-1B, TNF-a ve IL-6 diizeyleri ile anti-inflamatuar etkiye
sahip sitokinler olan IL-1RA, IL-4 ve IL-10 diizeyleri, her bir sitokine 6zel ELISA test
kitleri kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.7.1 ELISA Testleri

Calismamizda, siganlarin serum IL-1B, IL-1RA, TNF-a, IL-4, IL-6, ve IL-10
diizeyleri olgimlerinin timii, BT Lab (Bioassay Technology Laboratory, Shangai,
Cin)’dan temin edilen ELISA test Kitler kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

IL-1B, IL-1RA, IL-4, IL-6 ve IL-10 ELISA test kitlerinin Lot numaralari:
202011017 iken; TNF-alfa ELISA kitinin Lot numarasi: 202104006’ dir.

IL-1B ELISA kit i¢in katalog numarasi: EO119Ra; IL-1RA ELISA kit i¢in katalog
numarast: E0122Ra, IL-4 ELISA kit i¢in katalog numarasi: EO133Ra; IL-6 ELISA i¢in
kit katalog numarasi: EO135Ra, IL-10 ELISA kit i¢in katalog numarasi: EO108Ra; TNF-
alfa ELISA kit i¢in katalog numarasi ise EO764Ra’dur.

3.7.1.1 Kitlerin Prensibi

Calismamizda kullandigimiz bu kitler, sicanlarin serumunda bulunan IL-18, IL-
1RA, TNF-qa, IL-4, IL-6 ve IL-10 molekiillerini 6l¢gmek tlizere 6zel tiretilmis, baglantili
bir Enzim Immiinosorbent Testidir (ELISA). Her kitte bulunan plakalar, kendine dzgii
interlokin molekiiliinii yakalayabilecek 6zel antikor ile 6nceden kaplanmustir.

Ik olarak numuneler ve standartlar kuyucuklara eklenir. Eger numunelerde kite
Ozgii interlokin molekiilii varsa, bu interlokin kuyucuklarda bulunan kendine 6zgii
antikora baglanir. Baglanmayan diger bilesenler ortamdan uzaklastirildiktan sonra kite

Ozgli biyotinlenmis sigan interlokin antikoru kuyucuklara eklenir ve numunedeki
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interlokine baglanir. Inkiibasyondan sonra, baglanmamis Streptavidin-HRP yikama

islemi sonrasinda uzaklastirilir. Sonrasinda, teste 0zgii Olglilmek istenen interlokin

moleliikiiniin miktarina bagl olarak, renk koyulugu artan renk verici bir substrat
soliisyonu eklenir.
3.7.1.2 Test Prosediirii

1. Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler kitlerin kullanim klavuzunda
yer alan talimatlara gore her bir kite 6zel sekilde ayr1 ayr1 hazirlandi. Calisma
Oncesi tiim reaktifler oda sicakligina getirilmis, tahlil oda sicakliginda
gerceklestirilmistir.

2. Kitlerin klavuz talimatlart1 dogrultusunda her kite 0zel standartlar ayri1 ayr
hazirland1 ve kitlerde standartlarin koyulacagi her bir kuyucuga 50ul standart
eklendi. (Her kitte standartlar i¢in 6 kuyucuk ayrilmustir.)

Standartlarin hazirlanisi:
«Interlokin-1B igin; 300 pg/ml, 600 pg/ml, 1200 pg/ml, 2400 pg/ml, 4800 pg/ml,
9600 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlandi.
eInterlokin-1Ra igin; 7.5 ng/L, 15 ng/L, 30 ng/L, 60 ng/L, 120 ng/L, 240 ng/L
konsantrasyonlarinda hazirlandi.
eInterlokin-4 i¢in; 15 ng/L, 30 ng/L, 60 ng/L, 120 ng/L, 240 ng/L, 480 ng/L
konsantrasyonlarinda hazirlandi.

eInterldkin-6 igin; 1.5 ng/L, 3 ng/L, 6 ng/L, 12 ng/L, 24 ng/L, 48 ng/L
konsantrasyonlarinda hazirlandi.

eInterldkin-10 igin; 30 pg/ml, 60 pg/ml, 120 pg/ml, 240 pg/ml, 480 pg/ml, 960
pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlandi.

*TNF-a i¢in; 40 ng/L, 80 ng/L, 160 ng/L, 320 ng/L, 640 ng/L, 1280 ng/L

konsantrasyonlarinda hazirlandi.
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Tiim kitlerin numune kuyularinin her birine 40ul numune eklendi ve ardindan
numune kuyularina her bir kit i¢in kendi interldkinine 6zel antikorundan 10pul
eklendi, ardindan numune kuyularina ve standart kuyucuklara 50ul streptavidin-
HRP eklendi. lyice karistirildiktan sonra plaka bir kapatici ile ortiildii ve 37°C'de
60 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, kapatic1 ¢ikarildi ve plakalar 5 kez yikama tamponu ile tiim
kitler iyice yikandi. Plakalarin tizeri yikama sonrasinda kagit havlu ile kurulandi.
Tiim kitlerde bulunan her bir kuyucuga, kitlerin kendilerine 6zgili substrat
solisyonlarindan 6nce 50ul substrat soliisyonu A eklendi ve ardindan her bir
kuyuya 50ul substrat soliisyonu B eklendi. Karanlikta 37°C'de ve 10 dakika
boyunca plakalarin {stii yeni temiz bir kapatict kullanilarak inkiibasyona
birakildu.

Inkiibasyondan sonra, her kitin kendine 6zgii durdurma solisyonu kullanilarak
kitteki her bir kuyucuga 50ul Durdurma Soliisyonu eklendi. Kuyucuklarda
onceden olusmus mavi rengin, durdurma soliisyonu eklendikten hemen sonra
sartya dondiigii gozlemlendi.

Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika icinde, kitlerin kullanim

klavuzunda belirtildigi sekilde her bir kit i¢in 450 nm'ye ayarlanmig ELISA cihazi

kullanilarak, tiim kitlerde bulunan hemen her kuyunun optik yogunlugu (OD degeri)

belirlendi ve ELISA testi sonuglandirild.

3.8. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda, sadece hayvanlar istiinde yapilan cerrahi islemler ve Otenazi

islemleri gergeklestirebilmek icin; anestezik etkiye sahip iki kimyasal madde

kullanilmustir.
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Deney siiresince kullanilan tiim kimyasal malzemelerin adlar1, kapali formiilleri ve
temin edildikleri firmalarin isimleri asagida verilmistir.
Ketamin (C13H16CINO): Ketalar® Pfizer Ilaclar1 Ltd. Sti. ABD
Xylazine (C12H16N2S): Xylazin Bio® Bioveta Plc. Cek Cumhuriyeti

3.9. Deneylerde Kullanilan Cihazlar
Hassas Terazi: Denver Instrument
Santrifiij Cihazi: Beckman Coulter (Allegra x-30R)
ELISA Cihazi: BioTek PowerWave XS
Inkiibasyon Cihazi: Eppendorf ThermoStat Plus
Yikayict: Bio-Rad PW-40
Vortex: Velp Scientifica ZX3
Derin Dondurucu (-80 C°): Niive DF-290

3.9. Istatistiksel Analiz

Calismamizda, verilerin istatistiksel analizinde SPSS 23.0 (IBM, NY, USA)

programi kullanilmigtir. Kategorik veriler frekans ve yiizde ile niimerik veriler ise
ortalama ve standart sapma ile verilmistir. Verilerin analizinden 6nce normal dagilim olup
olmadig1 Spearman’s dagilim testi bakilmustir. Iki grubunda istatistiksel analizinde,
normal dagilim gosteriyorsa Student t—testi, normal dagilim gdstermiyorsa Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Normal dagilim gosteren ii¢ ve tigten fazla grubun
istatistiksel analizinde one-way ANOVA testi kullanilmistir. Normal dagilim
gostermeyen ii¢ ve licten fazla grubun analizinde ise Kruskal Wallis testi bakilmistir.
Verilerin post-hoc analizinde, varyanslarin esit olmamasi nedeniyle Dunnet’s T3 testi

kullanilmistir. Calismanin tiimiinde istatistiksel anlamlilik i¢in p<0.05 alinmustir.
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4. BULGULAR

Calismamizda “cotton pellet” yontemi ile kronik inflamasyon olusturulan ratlarda,
ar1 Uriinlerinin anti-inflamatuvar etkinligi arastirilmis, yedi giinliik tedavi sonrasi
sakrifisiye edilen ratlardan kanlar1 alinarak, pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokin
diizeyleri caligilmistir.

Anti-inflamatuvar sitokinlerden IL-4 diizeylerine bakildiginda, saglikli gruba gore
kontrol grubu IL-4 diizeyi azalmisken, tiim ar1 riinlerinde saglikli gruba ve kontrol
grubuna gore belirgin artis oldugu ve istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu

saptanmustir (p<0.001). Calisma gruplarinin IL-4 diizeyleri Tablo 19’da sunulmustur.

Tablo 19. Calisma gruplarinin 1L-4 diizeyleri

Ortalama S;:gr‘:;r t Ortanca InteRrgrl:ger)ti e
Saglikli (ng/L) 44.91 500 1508 391
Kontrol (ng/L) 39 33 510 2266 208
Propolis (ng/L) 63.19 3.10 62 11 613
Bal (ng/L) 55.70 1.53 55.38 2.61 <0.001
An Siitii (ng/L) 5192 5 55 £ 60 431
Polen (ng/L) 92.05 10.38 90.29 19.51
Ar1 Ekmegi 2192 401 176 78

(ng/L)

Diger bir anti-inflamatuvar sitokin olan IL-10 diizeyine bakildiginda, IL-4 diizey
degisimlerine benzer sekilde, saglikli gruba gore kontrol grubun IL-10 diizeylerinin
diisiik oldugu, tam tersi tiim ar1 {riinleri gruplarinin IL-10 diizeyleri saglikli gruptan

yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0.001) (Tablo 20).
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Tablo 20. Calisma gruplarinin IL-10 diizeyleri

Standart Interquartile

Ortalama sapma Ortanca Range P
Saglikli (pg/ml) 56.76 6.04 57.40 8.69
Kontrol (pg/mi) 41.28 4.91 42.72 10.16
Propolis (pg/ml) 73.00 1.59 73.54 2.59
Bal (pg/ml) 71.02 2.56 71.95 338 0001
An Siitii (pg/ml) 68.06 1.89 68.35 3.94
Polen (pg/mi) 92.23 7.33 93.22 11.21
An Ekmegi 76.24 0.82 76.28 o0

(pg/ml)

Calismamizda bakilan diger bir énemli anti-inflamatuvar sitokin olan IL-1RA
diizeyi incelendiginde, kontrol grubun IL-1RA diizeyi saglikli gruba gore daha diisiik
iken, tim ar1 Urlinleri gruplarinda IL-1RA diizeylerinde kontrol grubuna gore yiliksek
oldugu tespit edilmis ve istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001)
(Tablo 21).

Tablo 21. Caligma gruplarmin IL-1RA diizeyleri

Standart Interquartile

Ortalama sapma Ortanca Range P
Saglikli (ng/L) 12.68 057 12.63 0.98
Kontrol (ng/L) 8.40 0.33 8.41 0.53
Propolis (ng/L) 17.84 188 17.93 3.67
Bal (ng/L) 14.25 0.34 14.23 0.63 <0.001
Ar Siitii (ng/L) 11.36 0.65 11.25 1.29
Polen (ng/L) 34.17 6.82 31.28 9.54
Ar1 Ekmegi (ng/L) 22.00 3.03 20.66 3.68
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Calisma kapsaminda kan diizeyi bakilan pro-inflamatuvar sitokinlerden IL-1beta
diizeyleri incelendiginde, kontrol grup IL-1beta diizeyinin saglikli gruba gore arttig1, tim
ar1 iriinlerinde ise IL-1beta diizeylerinin ise hem kontrol hem de saglikli gruba gore diistik
olduklar1 ve istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0.001) (Tablo

22).

Tablo 22. Calisma gruplarinin IL-1Beta diizeyleri

Ortalama Sstzgrc:]z:t Ortanca Intt;rgrl:ggtile P
Saglikli (pg/ml) 90.55 708 90.54 10.62
Kontrol (pg/ml) 10363 = 1335 10031 24.48
Propolis (pg/ml) 49.19 826 48.62 17.28
Bal (pg/ml) 45.14 3013 6021 61.51 <0.001
An Siitii (pg/ml) 73.60 2.8 73.61 <2
Polen (pg/ml) 2318 4.06 22 60 7.81
An Ekmegi 34.16 2.83 34.73 434

(pg/ml)

Calismamizda bakilan diger bir pro-inflamatuvar sitokin olan IL-6 agisindan
benzer bir goriintii saptanmis, saglikli gruba gore kontrol grubunda IL-6 diizeyi yliksek
oldugu, tiim ar iriinleri gruplarinda ise IL-6 diizeyleri hem kontrol grubundan hem de

saglikli gruptan belirgin diisiik olduklari, istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir

(p<0.001) (Tablo 23).
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Tablo 23. Calisma gruplarinin IL-6 diizeyleri

Standart Interquartil

Ortalama Ortanca p
sapma e Range

Saglikli (ng/L) 8.23 015 8.25 0.25

Kontrol (ng/L.) 10.29 1.24 10.11 2.61

Propolis (ng/L) 6.98 018 701 0.35

Bal (ng/L) 7.36 0.23 7.36 036 ' .0.001
An Siti (ng/L) 779 0.21 771 0.38

Polen (ng/L) 6.00 012 6.02 0.21

Ar Ekmegi 6.42 0.26 6.40 0.37

(ng/L) ' ' '

Calismamizda bakilan son pro-inflamatuvar sitokin olan TNF-alfa diizeylerinde
ise, kontro grup TNF-alfa diizeyi saglikli gruptan yiiksek oldugu saptanmis, ancak tim
ar1 Uriinleri gruplarinin TNF-alfa diizeyleri ise hem kontrol grubundan hem de saglikli
gruptan belirgin diisiik oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir

(p<0.001) (Tablo 24).

Tablo 24. Calisma gruplarinin TNF-alfa diizeyleri

Standart Interquartile

Ortalama sapma Ortanca Range P
Saglikli (ng/L) 117.07 7.25 115.19 11.99
Kontrol (ng/L) 129.33 5.76 130.53 9.58
Propolis (ng/L) 63.32 5.35 62.51 9.42
Bal (ng/L) 87.66 7.87 90.46 13.49 <0.001
Ar1 Siitii (ng/L) 108.95 7.75 107.29 15.05
Polen (ng/L) 17.94 2.01 17.93 3.81
Ar1 Ekmegi (ng/L) 4252 3.57 40.64 7.17

60



Calismamizda, pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerin gruplar
arasindaki istatistiksel faklilig1 tek yonlii ANOVA analizi ile arastirildiginda, tiim

sitokinlerde anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0.001) (Tablo 25).

Tablo 25. Calisma gruplarinin pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokin diizeylerinin

istatistiksel karsilastirilmasi

p*
IL-4 <0.001
IL-6 <0.001
IL-10 <0.001
IL-1beta <0.001
IL-1RA <0.001
TNF-alfa <0.001

*One-way ANOVA

Calisma gruplarinin pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokin diizeylerinin
anlamli bulunmasi tlizerine post—hoc analiz yapilarak gruplar arast anlaml farklilik olup
olmadig1 arastirilmistir. Bu kapsamda ilk olarak bakilan IL-4 diizeyi tiim gruplar arasi
anlamli farklilik bulunmus (p<0.05), sadece art siitii ile bal gruplari aras1 anlamli farklilik

bulunmamustir (p=0.174) (Tablo 26).
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Tablo 26. Calisma gruplarinin IL-4 diizeylerinin post-hoc analizi

P*
Saglikli Kontrol 0.015
Propolis <0.001
Bal <0.001
Ar siitii 0.007
Polen 0.001
Ar1 Ekmegi <0.001
Kontrol Saglikli 0.015
Propolis <0.001
Bal 0.001
Art siitii 0.001
Polen <0.001
Ar Ekmegi <0.001
Propolis Saglikl <0.001
Kontrol <0.001
Bal 0.014
Art siitii 0.001
Polen 0.009
Ar Ekmegi 0.032
Bal Saglikli <0.001
Kontrol 0.001
Propolis 0.014
Ar siitii 0.174
Polen 0.004
Ar Ekmegi 0.001
Ar stitii Saglikli 0.007
Kontrol 0.001
Propolis 0.001
Bal 0.174
Polen 0.002
Ar1 Ekmegi <0.001
Polen Saglikli 0.001
Kontrol <0.001
Propolis 0.009
Bal 0.004
Ari siitii 0.002
Arn Ekmegi 0.047
Ar1 Ekmegi Saglikl <0.001
Kontrol <0.001
Propolis 0.032
Bal 0.001
Ari siitii <0.001
Polen 0.047

* Dunnett T3
Diger bir anti-inflamatuvar sitokin olan IL-10 diizeyinin gruplar arasi post—hoc

analizinde, tiim gruplar aras1 anlamli farklilik oldugu, sadece bal ile propolis ve bal ile ar1
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stitii arasinda anlamli faklilik bulunmamustir (p>0.05). IL-10’un post-hoc analizi Tablo

27’de sunulmustur.

Tablo 27. Calisma gruplarinin IL-10 diizeylerinin post—hoc analizi

P*
Saglikli Kontrol 0.012
Propolis 0.011
Bal 0.017
Art siitii 0.057
Polen <0.001
Ar Ekmegi 0.006
Kontrol Saglikli 0.012
Propolis <0.001
Bal <0.001
Art siitii <0.001
Polen <0.001
Ar Ekmegi <0.001
Propolis Saglikli 0.011
Kontrol <0.001
Bal 0.814
Ar siitii 0.010
Polen 0.013
Ar1 Ekmegi 0.042
Bal Saglikli 0.017
Kontrol <0.001
Propolis 0.814
Ar siitii 0.477
Polen 0.006
Ar Ekmegi 0.038
Ar siitii Saglikli 0.057
Kontrol <0.001
Propolis 0.010
Bal 0.477
Polen 0.004
Ar1 Ekmegi <0.001
Polen Saglikli <0.001
Kontrol <0.001
Propolis 0.013
Bal 0.006
Ar siitii 0.004
Arn Ekmegi 0.033
Ar Ekmegi Saglikli 0.006
Kontrol <0.001
Propolis 0.042
Bal 0.038
Ar siitii <0.001
Polen 0.033

* Dunnett T3
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Calismamizda bakilan diger bir 6nemli anti-inflamatuvar sitokin olan IL-1RA

diizeylerinin post-hoc analizi Tablo 28’de sunulmustur. Buna gore ar siitii ile saglikli

grup arasinda, propolis ile bal ve ar1 ekmegi arasinda anlamh farklilik bulunmamisken

(p>0.05), diger gruplar aras1 anlamli farklilik saptanmistir (p<0.05).

Tablo 28. Calisma gruplarinin IL-1RA diizeylerinin post—hoc analizi

Saglikli

Kontrol

Propolis

Bal

Arn siti

Polen

Ar1 Ekmegi

* Dunnett T3

Kontrol
Propolis
Bal

Arn stti
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Propolis
Bal

Arn stti
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikl
Kontrol

Bal

Arn suti
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Arn suti
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Bal

Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Bal

Ari siitii
Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Bal

Ari siitii
Polen

P*

<0.001
0.009
0.006
0.061
0.007
0.006
<0.001
0.001
<0.001
<0.001
0.003
0.001
0.009
0.001
0.055
0.002
0.019
0.241
0.006
<0.001
0.055
<0.001
0.009
0.017
0.061
<0.001
0.002
<0.001
0.005
0.003
0.007
0.003
0.019
0.009
0.005
0.069
0.006
0.001
0.241
0.017
0.003
0.069
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Pro-inflamatuar sitokin olan IL-1beta’nin post-hoc analizine gore 6zellikle bal ile

kontrol grubu hari¢ tiim gruplar arasinda anlamli fark olmadigi (p>0.05), ancak diger

gruplar aras1 genel olarak anlamli fark oldugu (p<0.05) saptanmistir (Tablo 29).

Tablo 29. Calisma gruplarinin IL-1beta diizeylerinin post-hoc analizi

Saglikli

Kontrol

Propolis

Bal

Arn siti

Polen

Ar1 Ekmegi

* Dunnett T3

Kontrol
Propolis
Bal

Art siitii
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Propolis
Bal

Art siitii
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol

Bal

Ari siitii
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Ari siitii
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Bal

Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Bal

Art siitii
Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Bal

Art siitii
Polen

P*

0.573
<0.001
0.137
0.018
<0.001
<0.001
0.573
<0.001
0.046
0.028
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
1.000
0.007
0.003
0.064
0.137
0.046
1.000
0.503
0.761
0.997
0.018
0.028
0.007
0.503
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.003
0.761
<0.001
0.007
<0.001
<0.001
0.064
0.997
<0.001
0.007
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Diger bir pro-inflamatuvar sitokin olan IL-6 diizeylerinin post-hoc analizi Tablo

30’da sunulmustur.

Tablo 30. Calisma gruplarinin IL-6 diizeylerinin post-hoc analizi

P*
Saglikli Kontrol 0.098
Propolis <0.001
Bal 0.001
Art siitii 0.034
Polen <0.001
Ar1 Ekmegi <0.001
Kontrol Saglikli 0.098
Propolis 0.013
Bal 0.022
Art siitii 0.045
Polen 0.004
Ar Ekmegi 0.006
Propolis Saglikl <0.001
Kontrol 0.013
Bal 0.144
A siitii 0.001
Polen <0.001
Ar Ekmegi 0.029
Bal Saglikli 0.001
Kontrol 0.022
Propolis 0.144
At siitii 0.100
Polen <0.001
Ar Ekmegi 0.001
Ar siitii Saglikli 0.034
Kontrol 0.045
Propolis 0.001
Bal 0.100
Polen <0.001
Ar1 Ekmegi <0.001
Polen Saglikli <0.001
Kontrol 0.004
Propolis <0.001
Bal <0.001
At siitii <0.001
Ari Ekmegi 0.105
Ar Ekmegi Saglikli <0.001
Kontrol 0.006
Propolis 0.029
Bal 0.001
A siitii <0.001
Polen 0.105

* Dunnett T3
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Bir pro-inflamatuvar sitokin olan TNF-alfa’nin post—hoc analizi ise Tablo 31’de

sunulmustur. Buna gore sadece saglikli grup ile kontrol ve ar siitii gruplar1 arasinda

anlamli farklilik olmadigi (p>0.05), diger tiim gruplar arasi anlamli farklilik oldugu

(p<0.001) goriilmektedir.

Tablo 31. Calisma gruplarinin TNF-alfa diizeylerinin post—hoc analizi

Saglikli

Kontrol

Propolis

Bal

Arn siti

Polen

Ar1 Ekmegi

* Dunnett T3

Kontrol
Propolis
Bal

Arn stti
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Propolis
Bal

Arn stti
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol

Bal

Arn suti
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Arn suti
Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Bal

Polen

Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Bal

Ari siitii
Ar1 Ekmegi
Saglikli
Kontrol
Propolis
Bal

Ari siitii
Polen

P*

0.129
<0.001
0.001
0.712
<0.001
<0.001
0.129
<0.001
<0.001
0.009
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.003
<0.001
<0.001
<0.001
0.001
<0.001
0.003
0.014
<0.001
<0.001
0.712
0.009
<0.001
0.014
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
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Calisma sonrasinda yerlestirilmis tim “cotton pelletler” etraflarindaki
granulasyon dokular ile birlikte ¢ikarilmislar ve 60° derecede iki saat boyunca etiivde
kurutulmus ve sonrasinda tartilmislardir. Gruplarin cotton pellet agirliklar: ve istatistiksel

analizi Tablo 32’de sunulmustur.

Tablo 32. Calisma gruplarinin “cotton pellet” kuru agirliklarinin karsilagtirilmasi

Ortalama Standart sapma p*
Kontrol 154.37 20.39
Propolis 183.60 47.71
Bal 180.57 47.56
0.668
An Stti 176.74 47.69
Polen 134.97 33.77
Ar1 Ekmegi 172.73 61.73

*One-way ANOVA test

Calismamizda kullanilan ar1 irlinlerinin IL-4 diizeyleri ve birbirleriyle olan

istatistiksel post—hoc analizi grafigi Sekil 5’de sunulmustur.

IL-4
120,0
e
100,0
f
80,0
C
d
60,0 d
a
b
40,0
20,0 E N = o -
[32] n o~ —
©o n (e)] [
0,0
Saghkli Kontrol Propolis  Bal (ng/L)  AriSuti Polen (ng/L) Ari Ekmegi
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

Sekil 5. Ar1 tirinlerinin IL-4 diizeyleri ve istatistiksel olarak

post-hoc analizine gore karsilastirilmasi
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(Grafikteki kutucuklarin Ustiinde ayni harfler bulunanlar arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik yokken (p>0.05), farkli harf igeren kutucuklar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik (p<0.05) bulunmaktadir)

Art tirlinlerinin IL-10 diizeylerinin grafiksel gosterimi ve istatistiksel olarak post—

hoc analizine gore kasilagtirilmasi Sekil 6’da sunulmustur.

120,0

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0

€2
©
N

Saglikh
(pg/ml)

i
.
<

Kontrol
(pg/ml)

IL-10
e
c cd a,d f
S 4 &l i
R 3 5 <
Propolis  Bal (pg/ml)  AriSitu Polen  Ari Ekmegi
(pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)

Sekil 6. Art Girinlerinin IL-10 diizeyleri ve istatistiksel olarak

post-hoc analizine gore karsilastirilmast

(Grafikteki kutucuklarin iistiinde ayni harfler bulunanlar arasinda istatistiksel olarak

anlamlh farklilik yokken (p>0.05), farkli harf igeren kutucuklar arasinda istatistiksel

olarak anlaml farklilik (p<0.05) bulunmaktadir)
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Ar triinlerinin IL-1RA diizeylerinin grafiksel olarak gosterimi ve istatistiksel

olarak post—hoc analizine gore kasilastirilmasi Sekil 7°de sunulmustur.

IL-1RA
45,0
e
40,0
35,0
30,0
c,e
25,0
Cc
20,0
a c,d d
15,0 a,
b
10,0
50 ' ) ~ < o
! < ~ < - ~
o0 i i i (o]
0,0
Saglikh Kontrol Propolis  Bal (ng/L)  ArnSuti Polen (ng/L) Ari Ekmegi
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

Sekil 7. Ar tirtinlerinin IL-1RA diizeyleri ve istatistiksel olarak
post-hoc analizine gore karsilastirilmast
(Grafikteki kutucuklarin iistiinde ayni harfler bulunanlar arasinda istatistiksel olarak
anlamlh farklilik yokken (p>0.05), farkli harf igeren kutucuklar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik (p<0.05) bulunmaktadir)
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Ari trtinlerinin pro-inflamatuar IL-1B diizeylerinin grafiksel olarak gosterimi ve

istatistiksel olarak post-hoc analizine gore kasilastirilmasi Sekil 8’de sunulmustur.

IL-1B
140,0
120,0
a
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0 ©
o) )
o o
(e)] —
0,0
Saglikli Kontrol Propolis Bal (pg/ml) AriSatl Polen  Ari Ekmegi
(pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)

Sekil 8. Ar tirlinlerinin IL-1f diizeyleri ve istatistiksel olarak
post-hoc analizine gore karsilastirilmasi
(Grafikteki kutucuklarin istiinde ayni harfler bulunanlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilhik yokken (p>0.05), farkli harf igeren kutucuklar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik (p<0.05) bulunmaktadir)
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Ar Uriinlerinin pro-inflamatuar IL-6 diizeylerinin grafiksel olarak goésterimi ve

istatistiksel olarak post-hoc analizine gore kasilastirilmasi Sekil 9’da sunulmustur.

IL-6
14,0
12,0
10,0
a
80 C c,d d,e
f
f
6,0
4,0
2,0
N < N €2 L
0 N N ~ )
0,0
Saglikli Kontrol Propolis  Bal (ng/L)  Ar St Polen (ng/L) Ari Ekmegi
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

Sekil 9. A iirlinlerinin IL-6 diizeyleri ve istatistiksel olarak
post-hoc analizine gore karsilastirilmasi
(Grafikteki kutucuklarin istiinde ayni harfler bulunanlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilhik yokken (p>0.05), farkli harf igeren kutucuklar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik (p<0.05) bulunmaktadir)
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Ar1 tirtinlerinin pro-inflamatuar TNF-a diizeylerinin grafiksel olarak gosterimi ve

istatistiksel olarak post-hoc analizine gore kasilastirilmasi Sekil 10°da sunulmustur.

TNF-o

160,0

a
140,0

a

120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0

117,1
129,3
108,9
17,9

b
d
C
g
f
> an, 3 > o,
3 5 2

Saglikh Kontrol Propolis  Bal (ng/L)  AriSuti Polen  Ari Ekmegi
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

Sekil 10. Ar tiriinlerinin TNF-a diizeyleri ve istatistiksel olarak
post-hoc analizine gore karsilastirilmasi
(Grafikteki kutucuklarin iistiinde ayni harfler bulunanlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilhik yokken (p>0.05), farkli harf igeren kutucuklar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik (p<0.05) bulunmaktadir)
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5. TARTISMA

Bu ¢alismamizda ari tirtinlerinin anti-inflamatuvar ve pro-inflamtuvar etkinlikleri,
“cotton pellet” yontemi ile deneysel olarak ratlarda olusturulan kronik inflamasyon
modelinde aragtirilmistir. Elde edilen verilere gore, arastirilan ari iriinleri olan bal,
propolis, polen, ar1 ekmegi ve ar1 siitiiniin istatistiksel olarak anlamli anti-inflamatuvar
etkinliklerinin oldugu saptanmistir. Benzer sekilde, calismamizda kullanilan tiim ar
tiriinlerinin, pro-inflamatuvar sitokin diizeylerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiirdiikleri saptanmistir.

Ar1  drinlerinin  pro-inflamatuvar  ve  anti-inflamatuvar  etkinlikleri
karsilastirildiginda, anti inflamatuvar olan IL-4, IL-10 ve IL-1RA sitokin diizeylerini en
fazla ytikselten ar1 tirlinleri sirastyla polen, ar1 ekmegi ve propolis olarak ilk ii¢ sirada yer
aldiklar1 gériilmektedir (tiimiinde p<0.001). Diger taraftan pro-inflamatuvar sitokinlerden
IL-6 ve TNF-a diizeylerini en fazla diisiiren ar1 {irlinleri sirayla, polen, ar1 ekmegi ve
propolis olarak saptanmisken, IL-18’y1 en fazla diisiiren ar1 tirtinleri ise polen, ar1 ekmegi
ve bal olarak bulunmustur (tlimiinde p<0.001). Elde ettigimiz bu sonuglara gore, en etkili
anti-inflamatuvar ari iriiniiniin polen oldugu, ikinci sirada ar1 ekmegi ve liglincli sirada
ise propolis’in etkin anti-inflamatuvar etkinliklerinin oldugu (tiimiinde p<0.001)
saptanmistir.

Literatiirde farklt ar1 driinlerinin anti-inflamatuvar etkinliklerini arastiran
calismalar bulunmaktadir. Bal arisinin (Apis mellifera) iiriinlerinden olan “bal, propolis,
ar1 siitli, polen ve ar1 ekmegi” hakkinda tibbi kullanimlarina yonelik degisik ¢aligmalar
bulunmaktadir. Ari drlnlerinin anti-inflamatuar etkinliklerini arastiran mubhtelif
calismalar da mevcuttur.! Bu calismalar arasinda, Candiracci ve arkadaslarmin 2012
yilinda yaptig1 bir hiicre kiiltiirii c¢alismasinda, balin igerisindeki flavonoidlerin,
inflamasyon sonucu olusan sinir dejenerasyonunda koruyucu olup olmadigini
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arastirmistir. Balin, TNF-a ve IL-1p pro-inflamatuar sitokinlerin diizeylerini istatistiksel
olarak diisiirdiigiinii tespit etmislerdir.'?°

Almasaudi ve arkadaglar1 2017 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada, sicanlarda
olusturduklar1 gastrik ilser ilizerinde manuka balinin etkinligini arastirmislardir. Bu
calismada, manuka balinin anti-inflamatuar etkinligi tespit edilmis; TNF-a, IL-1 ve IL-
6 sitokin diizeylerinin azaldigi, anti-inflamatuar sitokin olan IL-10 diizeyinde ise artis
oldugu saptanmistir.?> Bu sonuglar ile bizim bal ile elde ettigimiz sonuclarin tamamen
benzer oldugu goriilmektedir.

Cotton-pellet yontemi ile yapilan bir calismada, balin, inflamasyon sonucu olusan
graniilom agirligini istatistiksel olarak azalttig1 tespit edilmistir.'?® Ancak bu ¢alismada,
anti-inflamatuar ve pro-inflamatuar sitokin diizeyi 6l¢iilmemistir. Bizim ¢alismamizda
cotton pellet’lerin agirliklart 6l¢iilmiis, ancak gruplar arasi istatistiksel olarak anlaml
farklilik olmadig1 saptanmistir. Cotton pellet’ler her ne kadar etrafindaki granulasyon
dokusu ile ¢ikarilmaya gayret edilse de, ¢ikarilma esnasinda insan faktorii 6ne ¢ikmis,
kimi doku tam ve biiyiik, kimisi ise kismen, kiigiik olarak ¢ikarilmislar ve bu durum
dolayisiyla agirliklarini da etkilemistir. Bu sebeple bizim g¢alismamizda cotton pellet
agirliklarn arast farklilik saptanamamustir.

Al-Hariri ve arkadaglarinin, 2019 Eyliil ayinda yayimladiklart bir ¢alismada,
siganlarda olusturduklar1 akut pankreatitte, propolisin pro-inflamatuar sitokin diizeyini
azalttig1, anti-inflamatuar 1L-22 diizeyini artirdig1 yer almaktadir.*?” Bizim ¢alismamizda
da propolis anti-inflamatuvar sitokin diizeylerini artirmis, pro-inflamatuvar sitokin
diizeylerini ise anlamli olarak azalttig1 saptanmistir.

Yangi ve arkadaslarinin 2018 yil1 ¢calismalarinda, intraperitoneal lipopolisakkarit
enjekte edilen ratlarda serbest oksijen radikal diizeyi lizerine propolisin etkinligini

arastirmislardir.'?® Bu galismada arastirmacilar propolis etkinligini inflamasyon iizerinde
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arastirmiglar, sonug olarak propolisin etkin bir anti-inflamatuar madde oldugunu tespit
etmislerdir. Ancak literatiirde, cotton pellet yontemi kullanilarak cilt alt1 olugturulmus
kronik  inflamasyon {izerinde propolisin etkinligini arastiran bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda, literatiirde ilk defa, cotton pellet yontemi ile
kronik inflamasyon olusturulmus ve propolisin anti-inflamatuvar etkinligi ortaya
konulmustur.

A siitii ile 1lgili yapilmis ¢aligmalardan, Chen ve arkadaslarinin yaptiklari bir in-
vitro ¢alismada, ar1 siiti yag asidi igeriklerinden olan ii¢ yag asit bilesenin anti-
inflamatuar etkinligi arastirilmis ve bu {i¢ bilesenin de nitrik oksit, TNF-alfa ve IL-10
sitokin diizeylerini azalttig1 bulunmustur.}?® Bu ¢alisma, ar siitiiniin bilesenlerinin anti-
inflamatuar etkinligini géstermesi agisindan dnemli olmakla birlikte, sadece hiicre kiiltiirii
ortaminda in-vitro olarak yapilmistir. Yine bu galismada, zit bir sonug olarak anti-
inflamatuvar sitokin olan IL-10 diizeyinin azaldig1 saptanmistir. Bizim ¢alismamizda ise,
art siitiiniin anti-inflamatuvar sitokinleri (IL-4, 1L-10 ve IL-1RA) arttirdigi, pro-
iflamatuvar sitokinleri (IL-1, IL-6 ve TNF-a) azalttig1 belirlenmistir.

Arzi ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alisma ile formalin ile siganin arka ayaginda
olusturulan inflamasyonda, ar1 siitiiniin 50 ve 100 mg/kg dozlarinin istatistiksel olarak
tedavide etkin oldugu tespit edilmistir.®* Arastirmacilar bu calismada inflamasyon
derecesi i¢in 6dem alani dl¢limii yapmislar; ama biyokimyasal veya histolojik bir analiz
yapmamiglardir. Bizim ¢alismada 100 mg/kg dozunda ar siitii kullanilmis ve etkin bir
anti-inflamatuvar sitokin cevabi saptanmustir.

Arn siitii ile ilgili yapilan bagka bir calismada ise, etilen glikol ile olusturulan
urolitiaz ve buna bagh renal inflamasyonda, anti-inflamatuar sitokin diizeyinde artis

oldugu tespit edilmistir.t*
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Diger ar1 {irtinlerinden polen ve ar1 ekmeginin anti-inflamatuar etkinligine yonelik
caligmalar ise sinirli sayidadir. Polenin biyolojik ve tedavi amacli kullanimini konu alan
bir derlemede, anti-inflamatuar etkinliginin oldugu; ancak genel bir problem olarak her
polenin sahip oldugu igerigin farkli olmasi sebebiyle farkli sonuglar dogabilecegi
belirtilmistir.!3!

Polen bilesenlerinin, yapilan gilincel bir hiicre Kkiiltiirii ¢alismasinda anti-
inflamatuar etkinliginin oldugu tespit edilmistir.**> Diger bir calismada Maruyama ve
arkadaslari, sican ayaginda olusturduklar1 6dem hacmini azaltmak i¢in etanol ve su
ekstraktli iki farkli hazirlanmig polen 6rneginin anti-inflamasyon roliiniin olup olmadigin
arastirmislar, sonug olarak ise etanol esktratinin hafif anti-inflamatuar etkinligin oldugu;
ancak su ekstratli polenin hi¢ anti-inflamatuar etkinliginin olmadigin1 tespit
etmislerdir.®® Arastirmacilar sicanlarda sitokin 6l¢iimii yapmamuslar, sadece nitrik oksit
diizeyi ol¢iimii ile 6dem kontrolii ile sonuca varmislardir. Bizim ¢alismamizda, su bazl
olarak hazirlanan polen kullanilmig ve elde ettigimiz sonuglara gore en etkili ar1 iirliniiniin
polen oldugu tespit edilmistir.

Bizim calismamizda polen hem anti-inflamatuvar sitokinleri en fazla artiran, hem
de pro-inflamatuvar sitokin diizeylerini en fazla azaltan, en etkin ar1 iriinii olarak
belirlenmistir.

Ar ekmeginin anti-inflamatuar etkinligini inceleyen literatiirdeki tek arastirmada,
aliminyum sonrast olusan inflamasyon ve hepatorenal toksisiteye yonelik etkinlik
arastirilmis ve antioksidan etkinlik ile aliiminyum etkilerini diizelttigini saptamislardir.*3*

Bizim yaptigimiz bu ¢alisma, ar1 ekmeginin anti-inflamatuvar etkinligini arastiran
literatiirdeki tek calisma olarak dikkat ¢ekmektedir. Diger bir énemli nokta ise, ari

ekmeginin polenden sonra en etkin anti-inflamatuvar 6zellik gosteren ari iiriinii oldugunu
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saptamamizdir. Ar1 ekmegi, hem pro-inflamatuvar, hem de anti-inflamatuvar sitokin
diizeylerinin tiimiinde en 1iyi ikinci ar1 iirlinii olmustur.

Farkli ar1 iirlinlerinin ayni anda kullanilip karsilastirildigi ¢alisma sayisi da
smirhidir. EI-Aidy ve arkadaslarinin 2015°te yaptiklar1 bir ¢alismada, astim modeli ve
akciger inflamasyonu olusturduklar1 siganlarda propolis, bal ve ar1 siitiiniin anti-
inflamatuar etkinligini arastirmislardir.'?® Arastirmacilar, ¢alisma sonucunda propolisin
anti-inflamatuar etkinligi oldugunu tespit etmisler; ancak bal ve ari siitiiniin, astim
ataklarmi artirdigimi bulmuslardir. Bu durum, bal ve art siitiiniin immun-stimulan
etkinligine dayandirmisglardir.

Bizim ¢alismamizda, literatiirde ilk defa olarak, cotton pellet yontemi ile kronik
inflamasyon olusturulmus siganlarda bes farkli ar1 {irininiin anti-inflamatuvar
etkinlikleri arastirllmis ve polen, ar1 ekmegi, propolis, bal ve ar1 siitliniin istatistiksel

olarak anlamli etkinlikleri oldugu saptanmistir (tlimiinde p<0.001).
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢alismada ar1 iirlinlerinin anti-inflamatuvar etkinlikleri arastirilarak
karsilastirilmistir.  Literatiirde bazi ar1 trinlerinin  anti-inflamatuvar etkinliklerini
arastiran ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak bu calismalar genellikle tek bir ar1 {iriiniiniin
etkinligini arastiran ¢aligmalar oldugu dikkat ¢cekmektedir. Bu baglamda, yaptigimiz
literatir taramasina gore, ilk kez ari1 iriinlerinin anti-inflamatuvar etkinliklerinin
karsilagtirilmasi, yaptigimiz bu ¢aligsma ile ortaya konulmustur.

Elde ettigimiz verilere gore, tiim ar1 tirlinlerinin anlamli anti-inflamatuvar etkinleri
bulunmustur. Anti-inflamatuvar etkinligi en yiiksek ar1 {liriiniinlin polen oldugu, daha
sonra ise sirayla ar1 ekmegi ve propolisin ikinci ve ilglincii sirada yer aldiklar
belirlenmistir.

Yaptigimiz bu ¢alisma ile ar1 {irlinlerinin anti-inflamatuvar etkinliklerinin hayvan
deneyi ile tespit edilmesi ile tibbi kullanimina yonelik insan deneylerinin yapilmasinin
yolu acilmis olmaktadir. Ari iirlinlerinin bilinen alerjik reaksiyon disinda énemli yan
etkilerinin olmamasi ve maliyet etkin olmalar1 nedeniyle, bilimsel kanita dayali olarak
anti-inflamatuvar olarak kullaniminin iilkemiz agisindan 6nemli bir kazanim olacagini
diisinmekteyiz. Ar iriinleri liretiminde diinyada sayili tlkeler arasinda yer alan
iilkemizde, ar1 iriinlerinin saglik sektoriinde ilag ve lriin olarak iiretilmesi ile disa
bagimlilig1 azaltacak, ucuz, kolay ve ulasilabilir tedavi alternatiflerinin {ilkemize

kazandirilmasi saglanabilecektir.
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EKLER

EK-1. OZGECMIS

Adi Soyadi:  Murat KOSEDAG
Dogum tarihi:
Dogum Yeri:
Medeni Hali:
Uyrugu:
Adres:
Tel:
E-mail:

1



EK-2. ETiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

ETIK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU!

Ogrencinin Adi ve Soyadi Murat KOSEDAG
Ogrencinin Numarasi 17020901004
Ana Bilim Dali ' Biyokimya

Ogrencinin Kayith Oldugu Program Tiirii Yiiksek Lisans

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlari asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde

dogacak hukuki sorumiulukiart kabui ve beyan ederiz.

Béliimler [ Benzerlik Oram1~ Maksimum Benzerlik Oranlan

L. Girig | %8 %15

IL Genel Bilgiler - = oS INE
II1. Materyal ve Metod | %9 % 35

IV. Bulgular | [ %9 % 15

V. Tartisma | | %l % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baslik, Kaynak¢a, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisimlart
tarama dist birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarinin %5 'den biiyiik olmamasi gerekir.

Tez Yazari (Ogrenci) Tez Damismani
Murat KOSEDAG Prof. Dr. Mine GULABOGLU
16.7.2021 16.7.2021

! Bu form bilgisayar ortaminda doldurulmali, ¢iktis1 imzalanip Tez Savunmasi Jiiri Oneri Formu’yla birlikte Ana Bilim Dali Baskanhg araciligiyla
UBYS tizerinden Enstititye iletilmelidir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

TE:
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Rektorlik

Sayr @ 75296309-050.01.04-E.1900348040
Konu: HADYEK Karari.

ECZACILIK FAKULTESI DEKANLIGINA

flgi : 28.11.2019 tarihli ve 93722986-000-E.1900340587 sayil belge.

S¥acin
ALY
201

\

03.12.2019

ilgide kayith yazimz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
28.11.2019 tarih ve 15 sayihh Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru
Formu ve ekli belgeleri, gerekce. amag, yaklagim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve
asafiya ¢ikanlan 233 no’lu karan ile sdzkonusu aragtirma ¢aligmasimn yiiriitiilmesinin, etik
kurallarina uygun olduguna, mevcut oy birligi ile karar verilmis olup, ¢caligmanin Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda
yiiriitiilmesine ve taahhiitname hiikiimlerine gore ¢alismada kullanilan hayvanlara ait
bilgilerin, T.C. Tarim ve Orman Bakanlif:, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Miidiirliigiiniin, Hayvanlart Koruma Bilgi Sistemi (HAYBIS) ne girilebilmesi igin ekte

sunulan “HADYEK Sonug¢ Raporu”nun Bagkanhimiza gonderilmesi hususunda;

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Prof.Dr. Fikret CELEBI

Kurul Bagkani
Atartrk Universisess Veterinar Fakokesi 25240 Erzurum Bilm: Mehmet KOCa
Tel: =904422317222 Faks: +90 4422317244
Elektonik A2: hespifonmataun edu w/e binm=rotermer-fakultest E-Posta: vecfakBatsuni odu o

Kep Adreu: apsuni@hi00 kep.tr
172

Bu delge, 5070 sayill Elektronk Imza Kanununun 5. maddesi geragince gavenll elektronk imza lle Imzalanmigtir.

hitps:Aubys.ataunl.ecu.t'ERMS/IRecord/Conirmation/Confirmation?code=73156A4D3SA
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TOPLANTI TARIHI : 28112019
TOPLANTISAYISI : 15

KARAR NO 233: Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dekanlifi, Temel Eczacilik
Bilimleri Bélimi, Bivokimya Anabilim Dali §fretim fiyesi Prof.Dr.Mine GULABOGLU nun
yiliritiiciiliiinde, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Aragtirma Merkezi
({ATADEM) Laboratuarlaninda yiritilecek olan “Cotton Pellet Ydntemi lle Kronik
inﬂnmns:mu QMusturulan Ratlarda, Ar Urinlerinin Anti-inflamatuar Etkinliklerinin
Karsilastirilmasi™ isimli aragtirma ¢calismasi ile ilgili Eczacilik Fakiiltesi Dekanlifinin
28.11.2019 tarihli ve 93722086-000-E. 1900340587 sayili yazis1 ile ekleri goriistildi.

Yapilan giriigmelerden sonra; adi gegen aragtirma ¢alismasimin yiiriitiilmesinin etik
kurallarina uygun oldufuna, ¢calisma sonucunun Baskanhifinza bildirilmesinin, meveut oy
birligi ile kabuliine; karar verildi.

Ek : Sonug Raporu. 1 Adet.

Atarirk Universizesi Vissginar Falithesi 15240 Erzurum Bilg: Mahmet EOCA
Tel: =0(4422317222 Fako: 904422317244
Elskironik Af: hopitfermmauni sda o hirm—reterins-fainalesi E-Posta: vetfakifataunt sdur

Kep Adred: aommif sl kepoir
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