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PROPOLISIN KRONiK ONGORULEMEYEN HAFIiF STRES UYGULANAN
ERKEK WISTAR ALBINO SICANLARIN HORMON VE ANTiOKSIDAN
ENZIMLERINE ETKILERIi

OZET

Major depresyon; ciddi fiziksel ve psikososyal yeti kaybina neden olan ruhsal
bozukluktur. Dunya populasyonunun %10 bu hastalik ile miicadele ettigi
bilinmektedir. Stres ise, siirekli olarak degisiklik gosteren hayat sartlarina karsi
yasanan adaptasyon sorunu olarak tanimlanir. Bu iki etmenin bir arada olmasi
isegerek hormonalgerekse oksidan dengenin bozulmasina sebep olmaktadir. Propolis,
balarilar1 tarafindan savunma vekoruma amaciiletretilenbir kovan Grinudur.
Yapisindaki dogal bilesenleri ile antioksidan, noéroprotektif, antibakteriyel ve
antiinflamatuar etki gostermektedir. Calismamizda erkek Wistar siganlar dort gruba
(n=10) ayrildi. Propolis ekstresi (100mg/kg/giin) stres periyodu boyunca yalnizca
propolis ve stres+propolis gruplarina oral yoldan uygulandi. Biyokimyasal ve
molekiiler analizler iginserum, karaciger ve bobrek dokulari toplandi. Hormonal
aktivasyonun olg¢lilmesi amaciyla kortizol ve adrenokortikotropik hormon duzeyleri
serum ve bdbrek dokularinda incelendi. Bununla birlikte karaciger ve bobrek
dokularindaki stres ve propolisin etkilerini anlamak i¢in; proteinlerin ileri oksidasyon
urtnleri, malondialdehit, antioksidan kapasite, glutatyon, glutatyonperoksidaz,
katalaz ve stiperoksitdismutaz seviyeleri incelendi. Ayrica olusan etkileri daha iyi
gbzlemlemek icin serumda da proteinlerin ileri oksidasyon drtnleri, antioksidan
kapasite vemalondialdehit duzeyleri de saptlandi. Yapilan istatiksel analizler
sonucunda propolisin genel olarak stresin olusturdugu etkileri azalttig1 yada inhibe
ettigi sonucuna varildi. Sonuglarimiz, propolisin stresin olusturdugu okdisatif hasari
ve hormonal bozuklugu azaltmasi icin etkili bir farmasotik ajan olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Ileri Oksidasyon Uriinleri, Kortizol, KOHS, Oksidatif Sistem,
Propolis.
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EFFECTS OF PROPOLIS ON HORMONE AND ANTIiOXiDANT ENZYMES
OF MALE WISTAR ALBINO RATS CRONIC UNIMAGINABLE MILD
STRES

ABSTRACT

Major depression; is a mental illness that causes serious physical and psychosocial
disabilities. It is known that 10% of the world population is struggling with this
disease. So (likewise), stress is defining as the problem of adaptation to constantly
changing life conditions. The combination of these two factors causes imbalance to
both hormonal and oxidant. Propolis is a hive product produced by honeybees
for defense and protection. It is effected antioxidant, neuroprotective, antibacterial,
and anti-inflammatory with its structural ingredient. In our study, male Wistar rats
(n= 10) separated into four groups. Propolis extract (100mg/kg/day) was applied
orally only to propolis and stress+propolis groups during the stress period. Serum,
liver and kidney tissues were collected for biochemical and molecular analyzes.
Cortisol and adrenocorticotropic hormone levels examined inserum and kidney
tissues for measure to hormonal activation. However, to understand the effects of
stress and propolis on liver and kidney tissues; advanced oxidation products of
proteins, malondialdehyde, antioxidant capacity, glutathione, glutathione peroxidase,
catalase and superoxide dismutase levels were examined. In addition, advanced
oxidation products, antioxidant capacity and malondialdehyde levels of protein were
determined in the serum to the better observation of the effects. As a result of the
statistical analysis, it was concluded that propolis generally reduces or inhibits the
effects of stress. Our results show that propolis can be used as an effective
pharmaceutical agent to reduce the oxciscative damage and hormonal disorder
caused by stress.

Keywords: Advanced Oxidation Products, Cortisol, KOHS, Oxidative System,
Propolis.
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GIRIS

Depresyon ve diger duygu durum bozukluklarinin varligi hem bireysel hem de
toplumsal olarak dikkat c¢ekici oOlgiide artis gotermektedir. Olusan bu negatif
durumun varlig1 sosyal hayatin yaninda ekonomik dalgalanmalarada sebep olmustur.
Diinya Saglhk Orgiitiiniin konuya iliskin yaptig1 c¢alimada 300 milyondan fazla
insanin psikolojik hastaliklar ile miicadele ettigini gdstermistir.Majér depresyon
(MDB); degisken ruh hali, 6z sayginin azalmasi, depresifligin ve sinirin artmasi,
yeme ve uyku bozukluklar1 gibi bir dizi semptomla birlikte genellikle aylarca
sirebilen duygudurum bozuklugu ile karakterize edilir. MDB’nin artan intihar
vakalarnim %15’ inden sorumlu oldugu bildirilmistir [1]. MDB 20.yilizyilin son
ceyregi itibariyle kolayca tanimlanan ve tedavisi yapilamayan bir bozukluktur.
Psikiyatristlerin hastalara kullanmasini 6nerdigi antidepresanlara ragmen depresyon
hastalarinin 1/3 ile 2/3’l antidepresanlara karsilik vermedigi goériilmistiir. Direngli
hastalarin %42’si 30 giin igerisinde antidepresan tedavisini biraktiklar1 analiz
edilmistir [2]. Bu durumun kaynagi olarak asirlar boyu monoamin hipotezi kabul
gormistirfakat ginimuizde bu hipotez bazi noktalar1 agiklamakta yetersiz
kalmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda depresyonun endokrin sitemde bozulma,
oksidatifparametrelerin dlzeyinde ve inflamasyonda yaptigi artis alternatif ilag

gelistirme olgusunu ortaya atmistir [3].

Stres ise gerek giinliilk hayatimizda gerekse travmatik olarak ele alinan bir olgudur.
Periferal organ sistemi ve santral sinir sitemitzerinde bir hastalik etki sebebi kabul
edilmektedir ve depresyonun geligsmesine alt yap1 hazirlamaktadir [4]. Homeostaziyi
etkiledigi i¢in ise hipotalamo-pituiter adrenal (HPA) eksenine dogrudan etkisi vardir.
Bu etkinin depresyondaki ekseni isehipotalamo-pituiter- kortizol eksen olarak olarak
etki gostermektedir [5]. Viicutta olusan stres veya depresyon tepkilerine bagli olarak
artan hidroksil iyonu, siperoksit vb. reaktif oksijen turlerine (ROS) sebep olduguna
dair kanitlar vardir. ROS, genel bagisiklik sistemi, lipit peroksidasyonu, travma,

yaslanma vb. birgok farkli mekanizma ile zaman igerisinde retilebilir [6,7]. Tum



bunlara ragmen depresyon ve strese bagli olarak degisen diizey ve aktivitelerin dogal

ilac ile tedavi edici etkisinin arttirilacagi diisiiniilmektedir.

Bal arilar1 (Apis mellifera), kovan iginde homeostazin uygun sekilde korunmasini
saglamak i¢in bircok benzersiz mekanizma gelistirmistir. Bunlardan biri karmasik
bitki recineleri toplanarak propolisi olusturmak icin balmumu ile birlestirilmesidir.
Propolisin, antimikrobiyal ve antiseptik Ozellikleri nedeniyle kolonideki hastalik
yukiiniin azaltilmasinda énemli bir rol oynadigina inanilmaktadir. Bununla birlikte,
propolisin ar1 ile iligkili mikrobiyal simbiyontlarla nasil etkilesime girebilecegi ve
propolisin mikrobiyal topluluk yapisini degistirip degistirmedigi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Propolis kararli bir mikrobiyal topluluk kompozisyonu korudugunu ve
bal aris1 mikrobiyomunun genel taksonomik c¢esitliligini azalttigi gdsterilmistir.
Ayrica propolis sadece toplumsal bagisiklik savunmasi olarak da islev goriir -
bireylerin kolektif davranisi nedeniyle ortaya ¢ikan patojenlere ve parazitlere karsi
koloni diizeyinde bir savunma mekanizmasi olarak islev gdrmekle kalmayip, mimari
bir yapim araci olarakta islevsellik gostermektedir. Bu bilgilere ek olarak son
calismalar ile beraber dogal bir antibakteriyel, antiseptik, antioksidan, antikanser gibi
birgok etkisinin var oldugu gosterilmistir [8,9, 112]. Her bir propolis tipinin kimyasal
bilesimi, toplama siiresi, cografi orijinli ve sirayla toplama alanindaki yerel bitki
ortiisii, ar1 tiirleri ve ekstraksiyon ydntemleri gibi cesitli faktdrlere baglidir. Ornegin,
kafeik asit (CAPE) fenetil ester, Yeni Zelanda propolisinde ana biyoaktifbilesen
olarak kabul edilir [10]. Bu bilgilerin 1s1ginda, ¢alismamizda oncelikle kronik
ongoriilmeyen hafif strese bagli depresyon (KOHS) modeli ile propolis uygulanan
sicanlarda serum, karaciger dokusu ve bobrek dokusundakilipit ve proteinlerdeki

oksidatif degisimler, hormon diizeyleri ve antioksidan gostergeler incelendi.

Dogal olarak savunma ve korunma amagli arilar tarafindan tiretilen propolisin kronik
ongoriilemeyen hafif stres uygulanan erkek Wistar albino siganlarin hormon ve
antioksidan enzimlerine etkileriincelemek amacglandi. Bunun igin; herbir grup
rastgele secilen 10 erkek Wistar albino sigcanlardan olusturulan dort es gruba ayrildi.
Olusturulan stresin ve propolisin tedavi edici etkisini gozlemlemek amaci
ilemalondialdehit (MDA),proteinlerin ileri oksidasyon Urlnleri (AOPP), glutatyon
(GSH) diizeyleri, antioksidan kapasite (FRAP) ve siperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri, adrenokortikotropik

2



hormon (ACTH) ve kortizol(KORT) hormon diizeylerindeki degisimlerincelendi.
Calismanin son asamasinda elde edilen tiim veriler analiz edilerek, gruplar araindaki
farkliliklar ve proplis oziitiiniin depresyon tizerindeki etkisi belirlendi. Propolisin

depresyon hastalar1 i¢in dogal farmasotik ila¢ olarak kullanilabilecegi kanisina

varildi.



1. GENEL BILGILER
1.1. Major Depresif Bozukluk

Major depresyon; sik goriilen, uzun siireli ataklari olan, yuksek oranda stiregelen
depresif ruh hali ve yenilenme oranina sahip ciddi fiziksel ve psikososyal yeti
kaybina sahip olan ruhsal bozukluktur [11,12]. 20.yy ile baslayarak aktif bir sekilde
artig gosteren ayni zamanda da kozmopolitik yayilimiile en 6nemli sorunlardan biri
hig¢ siiphesiz depresyondur. Bu hastaligin insanlar tarafindan tanimlanmasi ve neden-
sonug iliskisinin kesfi yaklasik 2500 yi1l 6ncesine kadar uzanmaktadir vehastalarin
intahar egilimini arttirict 6zelliginin oldugu, baz1 hastalarin ise durumunun 6lim ile

sonuc¢landigi da gézlemlenmistir [34]. Bu durum kisinin:

e Aile yasantisi

e Sosyal hayati

¢ Giin boyu diisiik ruh hali

e Uyku ve yeme bozukluklar1

e Mesleki performansi ve

e Ekonomik durumunda negatif yonli dalgalanmalar gibi birden fazla
olumsuzsemptoma sebep olur [12].

Majdr depresyon, yasayan diinya niifusunun yaklasik %10 unda, farkli cografyalarda
ve birbirinden bagimsiz oranlarda yayilim gostermektedir. Ayn1 zamanda
bilinmelidirki depresyon kavrami tek bir hastalik degil bir psikiyatrik hastaliklar
kiimesidir ve bu durumu en iyi bi¢imde gruplandirma, tan1 ve tedavi veya Onleyici
durum faktorlerinin belirlenmesi gibi keskin cerceveyi Amerikan Psikiyatri
Birligi’nin siniflandirmas1 olan DSM-IV sunmaktadir [13]. DSM-IV’e gore
belirlenen tani Olgiitleri asagidaki sekilde siralanmakta ve bu semptomlardan en az
besinin bulunmasi major depresif epizodun bireyde oldugunu gostermektedir. Ancak
kesin taninin konula bilmesi igin belirlenen bu semptomlardan birinin ya

depresifduygu durum ya da ilgi kayb1 olmasi gerekmektedir [14].



Olcitler asagidaki gibi siralanmaktadir;

a) Hasta ya da hasta yakinlarinin gozlemlerine goére: devamlilik gosteren duygu
durum bozuklugu (lizgiin olma, boslukta hissetme)

b) Hemen hemen hergiin devamlilik arz eden tiim sosyal veya fiziksel faaliyetlere
kars1 zevk alamama

c) Goriilecek derecede bir kilo alim1 veya kilo kaybi

d) Devamlilik gésteren uykusuzluk (insomnia), asir1 uyku (hipersomnia) istegi

e) Sirekli olarak kiside psikomotor ajitasyonya daretardasyon gozlenmesi

f) Yogun bir bigimde enerji kaybu, bitkinlik hissi gozlenmesi

g) Kendini kinama, sugluluk duygusu, asir1 degersizlik vb. duygularin olmasi

h) Kararsizlik, dikkat daginikligi ve odaklanma sorunlarinin bas gostermesi

i) Oliim fikrinin devamlilig1 ve bir dzgiinliige bagimli olamadan gergeklesen intihar

diisiincesinin varlhigi [14].

1.2. Major Depresif Bozukluk Temel Turleri

Major depresif bozukluk tek dénem: Tek donem major depresif bozuklugu diger
depresyon tiplerinden ayiran, kisinin geg¢irdigi atak sayisidir. Kiginin atak sayist iki
ya da daha fazla ise bu kisi artik tek donem hastasi olarak degerlendirilemez, bu
konuda kesin yargiya varilmistir. Bu nedenle, bu kategoride degerlendirilmesinin
ayirict 6zellikleri; tek defaya mahsus olmasi, hastanin daha dnceden manik, karma

veya hipomanik donem ge¢irmemis olmasidir [14].

Major depresif bozukluk yenileyici (rekkiiryen):Gegirilen depresyon ataklarinin iki
veya daha fazla olmasi olarak tanimlanir. Depresyon atagi olarak tanimlanmasi icin

bir atagin etkilerinin iki ay ya da daha fazla etki gostermesi gerekmektedir [14].

Kronik Major Depresif Bozukluk (Distimi): Yirmi dort ay boyunca sureklilik

gosteren ve hastanin iyilesme siirecinin yok denebilecek kadar az oldugu depresyon

tipidir [14].
1.2.1. Major depresif bozukluk alt tipleri

Yapilan aragtirmalar sonucunda bilim insanlar1 major depresif bozuklugun bes alt

tipinin oldugunu belirtmektedir. Bunlarinda genel olarak iki yonlii olup prognozun



kotii ya da iyi olmasi durumuna bagli degerlendirilmesi, sonuglarinda hastanin
durumu hakkindaki genel yargilarin sekillenmesi,tedavi olmamast durumunda da
olusacak hasarin biiyiikliigiinlin 6nceden tahmin edilmesi gibi birgok onciil hakkinda

bilgi verir.

Psikotik 6zelliklere bagli: Duygu ve diislincelerin agir oranda tahrip oldugu (psikoz)
ve kot yoOnli prognozun varligmin da kanit olarak sunulmasi durumudur.
Semptomlar1 ise duygu duruma uygun olan depresif bozukluk ve duygu duruma
uygun olamayan olarak degerlendirilmeye alinir. Duygu duruma uygun olmayan
vakalar icin sizofreni veya sizoaffektif gibi ciddi hastalik ihtimalleri bulunmaktadir

[15].

Melankolik:“Bedensel belirtilerle karakterize olan ve 6zellikle farmakoterapiyle ve
elektorokonvulzif terapi (EKT)’ye cevap verdigine inanilan major depresyonun
siddetli bir formu” olarak Amerikan Psikiyatri Dernegi tarafindan tanimlanmistir
[16]. Melankolik depresyon, depresif duygu durum bozuklugunun yaninda kisilerde
uyku ve istah bozuklugu kilo alip verme sirasinda asir1 sayilabilecek degisimler ve
nedenleri tam belli olmayan duygu patlamalar ile birlikte sucluluk duygusu gibi
semptomlarin en az ii¢ tanesinin de bulunmasi halindemelankolik MDB’nin kesin

tanis1 konulmus olur [15].

Atipik depresyon:1959 yilinda West ve Dally tarafindan ilk kez ortaya atilmistir [17].
MBD tanis1 konulmus olan hastalarin %28-38 oranlar1 arasinda degisim gosterir
ayrica atipik depresyon en yaygin goriilen depresyon tiirii olarak ta kabul edilmktedir
[17,18]. Tip A (anksiyete) ve Tip V (vejetatif) olmak iizere iki ana baslikta incelenir.
En tipik tan1 semptomlar1 istah ve uyku artis1 olup bu semptomlar ters vejetatif
belirtiler olarak adlandirilir [19]. Ayrica diger depresyon hastalar1 ile kiyaslandiginda
semptomlarin daha erken gozlenmeye basladigi, anhedonia, letarji ve anerjinin daha

belirgin gézlemlendigi ve somatizasyon bozukluklart da gordlir [15, 17].

Pospartum baslangici: Toplumda dogum sonrast depresyonu olarak da bilinir.
Dogum sonrast annelerin %13’0 yani her yiiz kadindan 12’sinde goriiliir [20, 21].
DSM-IV’de tanimlanandepresyon Olgciitlerinin ve bebege karsi bas gosteren
anksiyetenin dogumdan sonraki ilk ay icinde baslamasi halinde kisinin pospartum

oldugu kanisina varilir [22,23,24].



Katatonik 06zellikli:Katatoni kelimesi Philip Brarrough tarafindan 1953 yilinda
literatiire kazandirilmigtir [25]. Katatonik 6zellikli major depresif bozukluk; kisinin
toplu ortamlarda konusma sorunu yasamasi, itaate karsi direnmesi ya da karsit
eylemde bulunmasi, bazi davraniglarin (ayak sallama vb.) anlamsiz bir bigimde
tekrar edilmesi, yiksek oranda jest-mimik kullanmasi, yapmaciklik hali ve stupor
hali gibi semptomlarin bir arada bulunmasi sonucunda gorilen sendromdur [15, 26].
Bu sendromu wuzun yillar boyunca bilim insanlar1 yalnmizca sizofreni ile
iliskilendirilmistir fakat son yapilan arastirmalar ortaya koymusturki bipolar

bozukluk, major depresyon ve genel tibbi hasarlara bagli da ortaya ¢ikabilmektedir
[27, 28, 29].

1.3. Major Depresif Bozuklugun Epidemiyolojisi

Epidemiyolojik ¢aligmalarin psikiyatrik ¢alismalara yonelmesi diger bilim dallarina
oranla daha ge¢ olmustur.Bunun sebeplerinden biri hi¢ siiphesiz ruh saligi dayali
etiyolojisi ile ilgili eksikligin20.yy’a kadar devam eden bir sorun olmasidir [30,31].
1950 sonrasinda ise bu durumun kapsamli bir sekilde, ayrintilar dikkate alinarak

incelendigi ve risk faktorlerinin kategorize edildigi bilinmektedir [32,33].

Depresyonun meydana gelmesinde; genetik faktorler, obezite, medeni durum, yas,
ekonomik durum, alkol/madde bagimliligi, ge¢mise dayali travmatik olaylar gibi
birgcok durum s6z konusudur. Ortaya c¢ikis faktor veya faktorlerine bagli olarak
tedaviye cevap verme sekillerinin de degiskenlik gosterdigi ispatlanmistir [38].

Ayrica yapilanarastirmalar gostermektedirki,

MDB’nin 6miir boyu prevalanst %15 olarak belirlenmekle birlikte bu oranin
kadinlarda %25’e kadar yiikselebildigi bulunmustur. insidans oran1 ise yatarak tedavi
goren hastalarda %15 ve ayakta tedavi goren hastalarda bu oran %10’dur (Tablo1.1)
[36].

Gegmiste yapilan ¢alismalar incelendiginde elde edilen verilertoplumda depresyona
genellikle 30°’lu yaslarda aktif olarak rastlandigi, daha gen¢ yaslarda ise goriilme
sikligimin artacagi yoniindeydi. Fakat zaman icerisinde yapilan daha kapsamli
arastirmalarin  sonucunda depresyonun daha erken yaslarda baslayabilecegi ve

siklikla 20’11 yaslarda bagslayarak orta yas grubunda yiiksek yayginlik gosterdigi



bildirilmektedir. “Tiirkiye Ruh Sagligi Profili” aragtirmasinda, depresyon ndbet
yayginligt %4,0 kadinlarda goriilme sikligi %5,4 ve erkeklerde 92,3 olarak
bildirilmistir. Bu ¢alismada ayrica kirsal merkeze kiyasla sehir merkezinde

depresyonun goriilme sikliginin daha yiiksek oldugu gosterilmektedir [41].

Tablo 1.1. Major depresyon risk faktorleri [22,35,36,37]

Risk Faktorleri Aciklamalar

Yas 20- 50 yas grubunda daha yiiksek

Cinsiyet Kadinlarda erkeklerden iki kat fazladir

Medeni durum Bosanma ve eslerden birinin kaybi riski arttiriyor

Irk ve etnik koken Anlamli bir farklilik bulunmamigtir

Ailesel gegmis Birinci derece akrabalarda var olan MDB riski iki-u¢
kat arttirryor

Kualttrel farklilik Anlamli fark bulunmamistir

Cocukluk dénemi yasantisi Taciz, istismar, anne-baba kayb1 vb. riski arttirtyor

Olumsuz yasam kosullari Riski arttirtyor

Stresli yasam olaylart Riski arttirtyor

Hamilelik ve logusalik dénemi Riski arttirtyor

Sosyoekonomik durum Issizlik riski iKi-lic kat arttimyor ve diisiik
sosyoekonomik durum kroniklesme riski barmdiriyor

Ek tanmin varligi Riski arttirtyor

1.4. Monoamin Hipotezi ve Antidepresan Tedavi

1950 yillarinin sonuna dogru antidepresanlarinin kesfi ile patofizyolojik ¢alismalar
ve tedavi yaklasimlari monoamin hipotezine yoOnelmistir. Yasanan depresyon
olaylarmin biyolojik alt yapist incelendiginde, monoaminndrotrasmitterlerinin
eksiliginin depresyona neden oldugu varsayilmaktadir [39]. Buna ilave olarak
dopamin ve noradrenalinprekirsorleri olan ve gida ile aliman fenilalanin ve
triozinlerdeki diislis ve serotoninprekirsori olan tiriptofandaki diisiislerin depresif
durum semptomlarinda artisa sebep olmustur [42].Monoamin hipotezinin ilk tanimi
depresyona sebep olarak gosterilen ve ndrotransmitterlerin - seviyesini
diistiren,antidepresan ilag tedavisi ve takibi ile bu norotransmitterlerdenbirkaginin
seviyesinin tekrar attiginin bulunmasi ile yapilmistir [39,40]. Fakat suanda hastanin
gostermis oldugu semptomlarin baz alinmasi ile baska ndrotransmitterlerin de bu
karmasik olaya dahil olabilecegi ve islev bozukluklarina sebep olmasi ihtimali 6ne
sUriilmektedir. Ayrica halen bu hipotez ve duygu durum bozuklugu arasindaki iliski
direkt olarak kanitlanamamakla beraber monoaminlerinsinaptik yariktaki diizeyinin
artisinin  hiicrenin yasam siiresini, noroplastisiteyi ve yeni hiicre olusumunu

gerceklestiren intraseliiler yolaklari aktive etmekte oldugu bilinmektedir [43].



Gunimuzde yaygin bir bigimde varligini gosteren depresyon igin genellikle
antidepresan ilag ile tedavi yontemi uygulanmaktadir. Bu tedavilerin ¢ogunlugu ise
monoamin sistemleri hedef alarak gelistirilmektedir. Antidepresan kullaniminin odak
olarak belirlenmesini ise 1950’lerde tiiberkiilozhastaliginin tedavisinde kullanilan
monoaminoksidaz inhibitorii (MOA) olan iproniazidin duygu durum bozuklugu
uzerindeki pozitif etki gdstermesi lizerine monoaminler tizerindeki ilgiyi arttirmis ve

antidepresan tedavisinin de temelini atmstir.

MOA, monoaminlerin oksidasyonunu katalizleyen enzim grubudur ve inhibisyonu
sirasinda monoamin diizeyi artmaktadir. ilk olarak karaciger hiicrelerinde tespit
edilmistir. Daha sonra yapilan c¢alismalarda gelistirilen bilesikler, gunumiz

depresyon tedavisinde kullanilmaktadir [40].

Trisiklikantidepresanlar (TSA), depresyon tedavisinde kullanilan ilk antidepresan
grubudur. Serotonin ve noradrenalin geri alinimini inhibe etmek iizere presinaptik
tasima grubuna baglanir ancak dopamin (zerine etki etmemektedir ve MOA
inhibitorleri ile kullanilmasi sonucunda alerjik reaksiyon tehlikesi ve kardiovaskiiler
yan etkilerinin bilinmesinden dolay:r dikkat edilmesi gerekir [44]. Imipramin,

doksepin ve trisiklikantidepresanlargubunda bulunan baslica ilaglardandir.

Selektifserotonin geri alim inhibitorleri (SSRI), 5-HT gerialim pompasini inhibe
ederek serotoninin hiicre i¢ine gecisini selektif olarak inhibe ederler. SSRI grubu,
TSA grubu antidepresanlara kiyasla daha az yan etki gosterirler ancak yinede bulanti,
kusma gibi yan etkiler gézlemlenmistir.Ayrica P-enzimini inhibe ederek bu enzim
tarafindan viicuda alinan ilaglarin kandaki seviyelerini arttirirlar [45]. Paroksetin,

sitalopram ve sertralin SSRI grubunda yer alan ilaglardandir.

Noradrenalin geri alim inhibitorleri, segici olarak néradrenalin alimini inhibe ederek
etki gostermektedir.Serotonin/Noradrenalin geri alim inhibitorleri (SNRI) ise
serotoninve  noradrenalin  geri alimlarim1  durdurarak  antidepresan  etki
gostermektedir.Bu inhibitorler, anksiyete bozukluklari, MDB, hiperaktivite gibi
tedavide kullanilirfakat uzun siireli kullanimda yoksunluk sendromu olugsma ihtimali
olusturdugu i¢in doz giderek azaltilarak ilacin kullanimi hekim kontrolu ile kesilir
[46,47].



Bunlarin disinda; ketamin, amineptin ve tianeptin gibi kullanilan yukaridaki
gruplardan bagimsiz antidepresanlardir. Ornegin: ketamin kuvvetli bir aneljezik
olmakla birlikte narkotik 6zellikler barindirmasindan dolay1 depresyon tedavilerinde
kullanilir ve bu etkileri beyinde uyarimlimelondialdehittNMDA), nikotinik,
kolinerjik ve muskarinik reseptorleri etkileyerek gostermektedir ve en sik rastlanan
yan etkisi ise tasikardidir [48]. EKT suanda da kullanilmakta olan ilagsiz bir tedavi
teknigidir. Hastanin ilaca karsi direnmesi veya yanit vermemesi halinde uygulanir.
Bunun disinda transkraniyal manyetik rezonans tedavisideilagsiz tedavi yaklagimi

olarak 1990’11 yillarda 6ne atilan tedavilerden biridir.

Klinik uygulamalarda, bazi antidepresan tedavilerinin dogustan gelen bagisiklik
sistemi aktivasyonu iizerinde diizenleyici etkisi bulundugu ileri siirlilmiistiir.
Amitriptilinantidepresan kullaniminin major depresyon hastalarinda IL-18 ve 1L-18
uretimini ve NLRP3 ve kaspaz-1 aktivasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir [94].
Bunun yani sira bir antidiyabetik olan gliburidin stresle indiiklenen depresyonda
kaspaz-1 aktivasyonunu ve IL-1 B sekresyonunuinhibe ettigi, NLRP3 inflamazomu

olusumunda da etkili bir ihibitor rolii oldugu da gosterilmistir.

Warner-Schimidt ve arkadaslar1 ise depresyon hastalarinda antidepresan ilaglar ve
antidepresanlar arasinda antagonistik bir iliskinin varligini 6ne siirmiisleridir [95].
Yaptiklari ¢aligmada selektifSSRI’nin depresyon hastalarinin frontal kortekslerinde
antiinflamatuvar ilaglar tarafindan normal kosullarda inhibe edilen TNF-o ve IFN-y
seviyelerinde yiikselmelere neden oldugu bulunmustur. Ancak bu durum TSA i¢in
gecerli degildir. Buradan TSA ve SSRI’mmantiinflamatuvar ilaglarla farkli

mekanizmalar lizerinden etkilesim gergeklestirdigini ortaya koymustur [96].

1.5. Stres

Stres, siirekli olarak degisiklik gosteren hayat sartlarina uyum saglayamama, devamli
artan sosyal ve ekonomik ihtiyag¢larin rahatsiz edici boyuta ulagsmasidir. Tekrar eden
ve devamlilik gOsteren stressinir sisteminde hasara, hormonal degisimlere, astim,
kronik yorgunluk, bellek bozuklugu ve depresyon gibi hastaliklara neden olur.
Ayrica strese maruziyetin devamliligi depresyonun oraninin da artmasina neden
olarak goriilmiistir [49]. Bunun nedeni ise, fiziksel stres etmenlerinin yani sira

psikolojik stres etmenlerinin de etkisi ile bagisiklik ve inflamatuar streglerinin
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aktivasyonu sitokin seviyesinde artigsa sebep olur ve noronlarda gerek yapisal gerekse
fonksiyonel degisimlere sebep olur.Sonu¢ olarak bu MBD’nin gelismesi igin alt

yapinin olugsmasina sebep olmasi seklinde agiklanabilmistir [50,51].

Stresin asamalar1: Kisacasi ortama uyum saglama becerisinin bulunmamasi olarak
tanimlanabilen stres; canlinin uyartilar1 stres etmeni olarak algilamasi ile viicutta
degisimlere yol agar. Canlida hizla tansiyonun degismesi, solunum zorlugu veya
hizinin artmasi, adrenalin salintminin baglamasit yani canlinin ilk anomalileri
goOstererek savas baslatmasi halinde stresin birinci asamasi olan “alarm asamasi”

baslamis kabul edilir.

Bu asama ile birlikte stres hormonlarinin salinimi baglar. Ancak organizma daima bu
stres etmenlerini kabul etmez ve direnerek maruz kaldigi duruma karsi direnise
gecerek, normal fonksiyonlarina devam eder. Parasempatik sinir sistemi
aktivasyonunun basladigi asama ise ikinci asama yani “direnme asamasi” olarak
kabul edilir.

Stresin son agsamasi ise “tiikkenme asamasi” olarak bilinir ve bu asamada organizma
gerek sosyal gerekse fiziksel stresorlere yenik diismektedir. Direng mekanizmasinin
kirilimi ileyoksunlagsma ve tiikenme gibi semptomlar goézlenmeye baslanmaktadir

[52,53].

Ancak bilinmelidirki her canlinin kendine ait bir direng esigi bulunmaktadir, buda
bize hi¢bir organizmanin strese ve olusturdugu semptomlara ayn1 zamanda veya

benzer diizeyde tepki vermedigini gostermektedir.

Stresorlerin siniflandirilmasi:Stres etmenleri olusumlarina gore genellikle li¢ ana

baslik altinda toplanmaktadir.

1. Fiziksel stresorler; canlinin devamli olarak yogun bir tempoya maruz birakilmasi,
uygun olmayan iklim kosullarina magruz kalma (sicaklik, nem vb.), cerrahi
operasyon sonrast olusan travmalar (siinnet sonrasi sendromu vb.) ve asiri
egzersiz yapmak fiziksel stresorleri olarak kabul edilmektedir.

2. Sosyal stresorler; kisinin bulundugu sosyal g¢evre tarafindan yok sayilmasi,

uzaklagmasi, istenmedigi bir yerde zorunlu olarak bulunmak/ikamet etmek,
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ekonomik durumun koétii olmasi gibi sorunlarin varligi organizma igin sosyal
stres etmeni kabul edilir.
3. Psikolojik stresorler; fiziksel ve sosyal stresorlerin olusturdugu tiim psikolojik

sorunlar olarak tanimlanmaktadir [52].

1.5.1. Stresin hipotalamo-pituiter-adrenal eksenin ve otonom sinir sisteminin

roll

Stresin viicutta tanimlanmasinin ardindan iki eksen aktifleserek stresin organizmaya
verdigi zarar1 engellemek igin Onlemler alirlar. Bu eksenlerden ilki sempato-
adrenomedulla ekseni (SAM) olup tehlike aninda “savas ya da ka¢” yanitini

olusturarak homeostaziyi koruma odakl1 harekete geger.

Eksenin sinaptik kolu (SSS) wviicut fonksiyonlarint kontrol etmek ile
gorevlidir.Bunun icin organizmada: noérottransmitter olarak adrenalin-noradrenalin
salgilanmasi, kalp kasi giiclinlin ve atim hizinin artmasi, bronsiyollerde genisleme,
yaralanma vb. istenmeyen durumlardan korunmak amaciyla kas kasilmasi, ter

salgisinin artmasi gibi yanitlar olusturur.

Eksenin presempatik kolu (PSS) ise vicudun dinlenmesini ve sindirim aktivitesinin
artmasinda etkili olur. Bununla birlikte: ndrottransmitter olarak astilkolin
salgilanmakta, kalp atim hiz1 azalmakta, sindirim ve bosaltimda hizlanma, kaslarin
gevsemesi, idrarda artma ve pupillerin kasilmasi ile birlikte goziin yakini gérmek

amaci ile ayarlanmasi gibi tepkiler olusturur [54,55].

Tim bunlar degerlendirilirken stresin akut ya da kronik olup olmadigi g6z oniine
alinmalidir. Bu nedenle, akut streste, stresorlerin ortamdan uzaklastirilmasi ile
olusturdugu etkiler ortadan kalkarken; kronik streste, stresériin uzun vadede viicuda
uyguladigi baski artar ve olusturulan tepkiler ortamda arttikca istenmeyen

tahribatlara neden olur.

Ornegin; kas kasilmasinin uzun siire devametmesine bagli olarak iskelet- kas
sisteminde uzun siireli kas agrilar1 ve bag agrilar1 olusurken, bagisiklik sistemininde

zayiflamasina neden oldugundan enfeksiyon riskiniarttirmaktadir.
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Hi¢ kuskusuz en dnem verilen etkileri iireme sistemine verdigi zararlardir. Kronik
stres kadinlarda menstural dongiide bozulma, agrili bir siirece ve menopoz
doneminin daha zor gecmesine sebep olurken, erkeklerde cinsel arzularin

azalmasina/kaybolmasina, testis ve prostat hastaliklarina sebep olmaktadir [56].

Ikinci eksen ise hipotalamik-pitiiter-adrenal eksen olup hipotalamustan stresorler
karsisinda endokrin yanitin olusmasinda etkilidir. HPA ekseninin énemini ilk defa
Hans SELVE “Genel adaptasyon sorunu” olarak 1936 yilinda tanimlamistir ancak
endokrin-davranis arasindaki iliskinin temelleri 1849 yilinda ilk ciddi denemeleri
yapan Berthold tarafindan atilmig daha sonrasinda 1930°da Canon’un yaptig1
calismalar 1s1¢inda organizmanin stresdrlere karsi adrenal bezlerin yanit

olusturdugunu belirlemistir [59].

HPA ekseninin aktiflemesi ile ilgili yapilan calismalar gerek i¢ gerekse dis
sinyallerin aktiflesmeyi baslattigin1 gdstermektedir. Bu eksenin devamli olarak aktif
olmasi ise depresyon patogenezi olarak degerlendirilir. Bu eksen aktive oldugunda
hipotalamustankortikotropik hormon (CRH) salinimi baglar ve bu olay kan beyin
bariyerleri tarafindan korunmayan eminans bdlgesinde gerceklesir. CRH buradan
hipofizer-portal dolagim yolagi ile beraber hipofizin 6n lobuna gelir. Burada
CRH’inolusturdugu ileti ile beraber ACTH hormonu pulsatil tarzda salinimini

baglatir. Ayni zamanda da kandaki glukoz seviyesinde de artis meydana getirir.

ACTH salimmminin ardinda adrenal bezlere ilerleyerek Kkortizol hormonunun
salinimint saglar. Bu dongiide salinimi saglanan kortizoliin hipofiz ve hipotalamus
Uzerinde geri bildirim ve baskilama gibi 6zelliklerinin var olmasi sebebi ile pozitif
geri bildirimin stres ve depresyonun olusturdugu etkileri azaltacag: diisiiniilmektedir
ve bunlarla birlikte bu néroendokrin salinim mekanizmasinda yer alan tim doku ve
hicreler Gzerinde kortikotropin miktarinin artigina bagli olarak etki biraktigi
diistinilmektedir (Sekil 1.1) [57].
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Sekil 1.1.Kortizol salinimi1 negatif ve pozitif
geribildirim yoluyla diizenlenmesi [58]

1.5.2. Stresin steroid rol

Amigdala, hipokampus ve prefrontal korteksin orta boluminde HPA eksenini kontrol
eden paraventrikillernéronlar oldukga fazla bulunmaktadir. Bununla beraber bu
bolgeler glikokortikoidler bakimindan da oldukg¢a zengindir. Hipokampiis odakli
uyarilar sonucunda insan/sigan beyninde meydana gelen sinyaller sonucunda kortizol
hormonu ve ACTH hormonu salinimi artarken, glikokortikoid salinimi azalir.
Yasanan bu olay uzun donem kronik strese yanit ile iliskilendirilir (60). Fortunato ve
ark. tarafindan 2010 yilinda gerceklestirilen ¢calismada KOHS modeli ile depresyon
geligtirilen siganlara harmin verilmesinin anhedoniyi iyilestirdigi gosterilmistir.
Ayrica bu siganlarda harmin verilmesi ile adrenal bezlerdeki hipertrofilerde azalma,

kandaki ACTH miktarinda da belirgin bir diisiis oldugu saptanmistir [97].
1.5.2.1. Adrenokortikotropik hormon ve kortizol

Kortizol, HPA ekseninin uyarilmasi sonucunda bobrek iistii bezlerden salgilanan,
lipofilik yapida steroid yapili bir hormondur. Oldukga kiiciikk bir yapiya sahip
olmasmin (562Da) yaninda adrenal bezlerde kolestrolden sentezlenir. Insanlarda

giinlik olarak  sentezlenen kortizol yaklastk 5,7 mg/m?/giin  olarak
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belirlenmistir ACTH mmadenohipofizden salinimi ve adrenal bezlere ulagmasi ile
beraberadrenokortikol hticrelerdeki disiikdansitelilipoprotein (LDL) reseptorlerini
uyararak sayilarinin artmasini, hiicre i¢indeki kolesterol miktarinin artmasini
saglamaktadir.  Kolestroliin  hiicre  i¢indeki  mitokondriye  aktarilmasi
kolestroldismutaz enzimleri tarafindan pargalanmasi ile birliktebirtakim reaksiyonlar
gerceklesir ve sonucunda ise Kortizol sentezi gerceklesir (Sekil 1.2)[61]. Dokularda

bulunan enzimler araciligiyla kortizol aktif/inaktif hale getirilebilmektedir.

SICAN ' INSAN
KOLESTROL
Enzim Yan zincirinin balinmesi
P450($<<;. CYP1IAL
‘ 17c-Hydroxylase
PASOCLT, VP17
PREGNENOLONE =% 17¢- PROGESTERON
3-Hydroxysterold dehydrogenase l
3f3-HSD, HSD381
PROGESTERON .» 170-OH-PROGESTERON
l 21-Hydroxylase l
P450C21, CYP21
11 -DEOKSIKORTIKOSTERON 11 -DEOKSIKORTIZOL
l 115-Hydroxylase l
i) P4S0C11, CYP1181 J
‘.~ KORTIKOSTERON KORTIZOL . .-
wﬂi$u,w. 11f-Hydroxysterold dehydrogenase waw
116-HSO, HSD118
11 -DEOHIDROKORTIKOSTERON KORTIZON

Sekil 1.2. Kolesterolden kortizol (insan veya siganlarda kortikosteron)
sentezlenme agsamalari [99]

Glikokortikoidler genel olarak stresin belirtegleri olarak kullanilirlar ve en donemli
glikokortikoidlerden biri hi¢ siiphesiz kortizoldiir. Gerek beyin gerekse viicudun
diger Uyelerini direkt olarak etkileyen, fonksiyonlarinin duizenli olarak

gerceklestirilmesini saglayan hayati bir 6nemi bulunmaktadir [62].
Kortizolun genel anlamda etkileri sunlardir:

e Karacigerdeki glikojen miktarini yiikseltir, glikoz diizeyinin ylkselmesine sebep

olur

e Kortizoliin kisa siireli artist1 hafizanin olusumunu tetiklerken, uzun siireli

kortizolartis1 hipokampdsteki hlcrelere hasar verir
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e Canlinin uyuma periyodunu diizene sokar

e Istah ve hafizanin diizenli calismasinda etkilidir

e Lipitmetabolizasyonun artmasini, leptinin etkisinin artmasini saglar

e Bosaltim sisteminin hizin1 ve idrar miktarinin yiikselmesini saglar. Na/K

pompasinin hizlanmasina sebep olur bu durum iskelet yapisina zarar verir
e Bagisiklik sisteminin etkinliginin azalmasina sebep olur. Ayrica T- lenfositlerin

cogalmasinin engellenmesine neden olur (Sekil 1.3)[63].

Stres reaktivitesinin dizenlenmesi

T Glukoneogenezis
TGlikojen diposu & Uyku-uyarikhk déngisd, istah ve
Glukagon ve epinefrinin | 1’ hafizanin ddzenlenmesl!

etkilerinin artinlmasi

Linstlin Vazoaktif ajanlann
sekresyonu Vazoaktif etkilerinin
kuwvetlendirilmesi
TProteokiz i TNa* reabsorpsiyonu
Qe 'I}'\"‘ K* sekresyonu
transportu i/

PLipoliz ve yag asidi

! } 0
; 2P £y ~) 4 < Anti-enflamatuvar ve
Teptin etkist 3 immunosupresif etkiler
- - P U i 1
L Glukoz transportu X - ady P
\ T Kemik rezorpsiyonu

Sekil 1.3. Kortizolin genel etkileri [100]

Adrenokortikotropin hormon, bir¢ok hormonun o6nciisiinii olusturan hipofiz 6n
lobtaki POMC (propiomlanokortin) isimli 6nctl proteinlerden sentezlenen, CRH
tarafindan salinimikontrol edilen 39 aminoasitten olusan polipeptit yapili hormondur.
En Onemli gorevi organizmadaki kortizol salimimini tetiklemesidir. Yukarida
anlatildig1 tizere kortizol organizmadaki gerek bagisiklik gerekse sindirim gibi birgok
hayati dneme sahip sistemin dogru ve diizenli ¢aligmasinda gorev almaktadir. Ayrica
hipofizden salgilanan baska bir hormon olan arjininvazopressin hormonu CRH

varliginda ACTH salinimini az miktarda da olsa uyarmaktadir [64].

1.6. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Aerobik canlilar i¢in oksijen molekill hayati 6neme sahip olmakla beraberhucre igi
enerji liretim mekanizmalarinda da aktif rol almaktadir. Serbest oksijen radikalleri

(SOR) dogal bir yan iiriin olup ayn1 zamanda asir1 reaktiviteye sahiptirler. Bu
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ozellikleri yoriingelerinde ¢iftlesmemis elektron barindirmalari ve buna bagli olarak
kararsizlik durumu olusmasidir. Karasiz olan SOR’lar kararli hale gelmek i¢in bag
yapma istegindedirler, dolayisiylada potansiyel zararli madde olarak
degerlendirilirler [65,66]. SOR organizmada, biyolojik islemler (oksijenli solunum,
anabolizma/  katabolizma), miyokardinfaktiisii, stres dlserleri,toksit  doku
yaralanmalari, yaslanma, radyasyon, periferik donem ve strese bagli olarak uretilir.
Ayni zamanda basta kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar olmak tizere bir¢ok

hastaligin altinda yatan neden olarak gortilmektedir [98].

Organizma bu zararli etkilerden kurtulmak amaciyla antioksidan sistemden yardim
alir fakat SOR olusum hizinin nétralize hizindan daha yiiksek olmasi halinde SOR
hiicre icinde birikmeye baslar. Bu nedenle viicududun yapi bilesenleri olarak
isimlendirilebilecek olan DNA, karbohidrat, lipit ve proteinlere saldirirlar. Kisacasi
organizmada denge oksidan-prooksidan maddelerin lehine gerceklesir. Bu durum
karsisinda hem hiicrehem de organlarda meydana gelen hasara “oksidatif stres”
denir(Sekil 1.4)[65,66].

Aerobik canlilarda serbest radikallerin geneli oksijen ve azot kaynakhdir (Sekil 1.5).
Bu radikallerin bir kismi1 dogal radikal nitelik tasirken bir kismi ise gerceklesen

reaksiyonlar sonucunda radikal 6zellik kazanirlar (Tablo 1.2) [66].

Oksidatif denge Yasglanma

inflamasyon
Yiiksek Oz basinc
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefizyon

Aﬂtntv‘oksida,,,a =

S
erbess Radika lley

Oksidatif hasar

LN S e “')'T

Membran lipidleri Proteinler Nikleik asitler

Sekil 1.4. Oksidatif denge [103]
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Tablo 1.2. Oksijen ve azot kaynakl reaktif 6zellikli bilesikler [66]

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksit 02~ Singlet oksijen 02
Nitrik oksit NO Ozon O3
Azot dioksit NO2 | Hidrojen peroksit H202
Hidroksil HO Hipokrolid asit HOCI
Alkoksil RO Lipit hidroperoksit LOOH
Peroksil ROOQO- | Peroksinitrit ONOO

Organizmada serbest radikaller ti¢ temel mekanizma ile olugsmaktadir:

1. Yiiksek enerjili elektro manyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik bag kirilimina
neden olur. Kovalent bagin hemolitik kirinimi sonucunda ise serbest radikaller

olusur;

2. Bir molekiilden tek bir elektron kaybi1 ya da bir molekiiliin kovalent bagindaki iki

elektronun bir atomda kalacak bi¢cimde boliinmesi sonucu olusur;
A — A'+e yada
AB — A+B"
3. Bir molekiile tek bir elektron eklenmesiyle olusur;
A+te —> A°

Gergeklesen reaksiyonlar sonrasinda radikal olan molekiillere 6rnek olarak;
stiperoksit radikali kuvvetli bir elektron alicisidir. Siiperoksit dismutaz (SOD)
etkisiyle, stiperoksit radikali hidrojen peroksit (H202)e dontismektedir. Ortamda
gecis metalleri bulunmaksizin olugan H>Opzararli olmamakla birlikte radikal

Ozellik tastmamaktadir.

Ancak Fenton ve Haber- Weiss reaksiyonlar1 olarak tanimlanan reaksiyon dizini
sonrasinda son derece dikkat edilmesi gereken ve yilksek reaktif ozellikteki
hidroksil radikaline (HO") doniismektedir (Sekil 1.6)[67,68].
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Fenton/Haber.Weiss reaksiyonlari
Peroksinitroz asit parcalanmas:
Suyun homolitik pargalanmas:

s Superoksit ve HOCL etkilegimi
Kocok Karbonhidratlar

molekuller
/ Hidroksilasyon
Ara donisam

OH e [rva]
Baz

Yarilanma omra 107 s

eklenmes:
Seker
eklenmes:

Lapitier T DNA

Baz eklenmes), geker

S’;i;hmer Q;g‘tz‘,):&:leﬂ eklenmes), DNA-protein
konjugatiar capraz baglanmast, Zincir
Hidrokarbonlar Protein konformasyonu ayrilmasi

Oksisteroller Aromatik hidroksilasyon

PUFA Di-tirozin

percksitler Salfor

aminoasitier:

Sekil 1.5. Hidroksil radikali ve hiicredeki ¢esitli molekiillere etkileri [102]

Dolayli yoldanda olsa zarar miktar1 azami olan ve radikal Ozellik tasimayan
molekiiliin zararli hale gelmeden uzaklastirilmasi organizma ig¢in dnemlidir. Ayrica
yukarida bahsedilen Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari i¢in demir elementi

oldukca 6nemli bir role sahiptir [67,68].
H20; + Fe*? — Fe*3+ OH + OH"
Oz +Fe® —> Fe+2+ 02

H202+ Oy — > OH + OH + 0O,

Serbest radikaller reaktif dzellikleri nedeniyle 6ncelikle lipitler, DNA, proteinler,
karbohidratlar ve nlkleik asitler olmak {izere tiim hiicre bilesenlerine zarar verme

niteligi tagimaktadir.

Serbest radikallerin hiicre bilesenlerinde olusturdugu zararh etkilerden bazilart:

e Lipit peroksidasyonu
e DNA tahribati

e Enzimatik aktivitelerin degisikligi
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e Zar proteinlerinde hasar

e Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi1

e Protein ve lipitlerle kovalent baglar

e Zar yapisinda ve islevlerinde degisimler

e Protein “turnover’inin artmasi

e Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi
e Mukopolisakkaritlerin yikimi

e Hicre tiyol/disiilfit oraninin degisimi olarak siralanabilir [65, 68].

Serbest radikallerin nukleik asitler ve DNA (zerindeki etkileri: DNA ve nukleik
asitler OH gibi serbest radikallerinin kolayca saldirisina maruz kalarak zarar goriirler.
Serbest radikaller dzellikle pirimidin bazlarmin C4-C5 ¢ift bagi hidroksil grubuna
kars1 hassasiyet gostermektedir. Ayrica DNA’da yer alan sekerle de reaksiyona
girerek hidrojen baglarinin yikimina ya da konfigiirasyonunda degisiklikler meydana

getirir.

Pirimidinlerin hasara ugramasi ile idantoin, 5- Hidroksideoksiiridin gibi hasar
sonras1 Uriinler meydana getirir. DNA hasar1 yalnizca pirimidin bazlarinda degil
piirin bazlarinda da meydana gelebilmektedir. Tiim bunlarin sonucunda olusan hasar
polsisentaz enziminin (ADP- riboz) aktivasyonuna neden olur. Sonu¢ olarak
programlanmis hiicre oliimleri (apoptoz), DNA par¢alanmasi gibi organizma igin

onemli dejenerasyonlara yol agmaktadir [65, 67 ,68].

Serbest radikallerin proteinler tzerindeki etkileri:Serbest radikaller proteinler izerine
dogrudan ya da dolayl olarak zararli etkilerde bulunabilirler. Peptit baglar1 ve siilfit
igeren proteinlerden doymamis olan molekiiller serbest radikaller ile daha ylksek
reaktiviteye sahip olduklarindan dolayr daha kolay reaksiyona girebilmektedir.
Burada reaksiyonun olusumu ya da reaksiyondan etkilenme derecesi proteinlerin

birincil yapisina (aminoasit dizini) gore belirlenir.

Protein oksidasyonu ise 0Ozellikle; histidin, trozin, fenilalanin vb. aminoasitlerde
karbonil gruplarimin olusumu seklinde meydana gelir. Reaksiyon sonucunda
proteinler kararli ve yiiksek derecede reaktif yan {irlinler olustururlar. Olusan yan

tirtinler ile gegis metallerinin tepkimeleri sonucunda da radikaller ortaya cikar.
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Sekil 1.6. O2'nin univalent rediiksiyonu sonucu serbest oksijen radikali
uretimi ve uzaklastirilmasi [101]

Tum bu olaylar degerlendirildiginde oksitlenen proteinler genelikle fonksiyonel
olarak inaktiflesir ve hizli bir bigimde uzaklastirilmaya calisilsa bile zamanla,
kademeli olarak birikimi sonucunda proteinlerde hasara neden olur. Bu durum
sonucunda, cesitli hastaliklarin yani sira yaslilikla beraber ortaya ¢ikmasi muhtemel
hastaliklar ile iliskilendirilir [68,70].

Lipit peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicre zarindaki LH’larin oksidasyonuna
yol acan kimyasal bir reaksiyon dizini olarak tanimlanabilmektedir. Oz, HO'
ROOveROradikallerin varligi organizmada lipit peroksidasyonunu tetikleyen
baslica radikallerdendir. Lipit peroksidasyonu LH zincirindeki o-metilen (CH.)

grubundan bir hidrojen (H) uzaklagmasi ile baslar ve yag asidi radikal 6zellik tagir.

Boylelikle ortaya ¢ikan karbon radikali, molekillerin yeniden duzenlenmesi ile
konjugedien’e sabitlenir. Daha sonra yag asidi radikaline hizli bir sekilde oksijen

eklenmesi ile peroksil radikali (LOO’) meydana gelir. Lipit peroksil radikali zarin
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yapisinda bulunan diger LH molekiillerinde yeniden reaksiyon baslatir. LOOise bu
arada ortama salinan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH)

doniistir.

LOOH’1n aldehit ve diger karbonil bilesiklerine doniismesiyle lipit peroksidasyonu
tamamlanir. Lipit peroksidasyonunu baslama, ilerleme ve sonlanma olarak agagidaki

gibi kisaca ozetleyebiliriz (Sekil 1.7) [67,68,69];
Baslama: LH+ R —» L +RH
llerleme: L + O, —LOO

LOO + LH —— LOOH + L

Sonlanma: LOOH — Malondialdehit (MDA) gibi aldehitler ve karbonil
bilesikleri, Eton, Penton gibi.

Lipit peroksidasyonu sonucunda hiicre icinde zar transportunun etkilenmesi, hiicre
ici ve hiicre dis1 iyon dengelerinin bozulmasi gibi 6nemli sorunlara neden
olmaktadir. Bunun sonucunda hiicre i¢i kalsiyum miktart artarak proteazlari aktive
etmektedir. Ayrica son {riin olarak aldehitlerin varlig1 sitotoksik etki gdstermektedir
[70].

Organizmada devamli olarak gerceklesen ve sonucunda serbest radikaller iireten
metabolik olaylara ev sahipligi yapmaktadir. Fakat bu serbest radikallerin birikmesi
organizma acisindan zararli olacagindan, birikimin siirekliligini engellemek ya da
birikmesini engellemek ic¢in giiclii bir savunma sistemi bulunmaktadir [67].
Antioksidan sistem, serbest radikal olusumunu sinirlandirma, tetiklenen
biyokimyasal reaksiyolar1 kisitlama/durdurma, olusan serbest radikalleri ortamdan
uzaklastirma ve hasar goren molekiilleri tamir etme ve/veya eleme gibi cesitli

gorevleri olan sistemdir.

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olabilmekte ve enzimler, suda ¢6ziinen
radikal tutucular, lipitte ¢ozinen radikal tutucular ve metal iyonlarin1 baglayan
proteinler olarak siniflandirabilmektedir (Tablo 1.3) [68,70].
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Sekil 1.7. Serbest radikal tiirlerine bagl gergeklesen lipit
peroksidasyon mekanizmasi [70]

Tablo 1.3.0rganizmadaki antioksidan sistem elemenlar1 [68,70]

Enzimler Suda ¢oziinen Yagda ¢oziinen Metal iyonlarini
radikal tutucular1 radikal tutucular1 baglayan proteinler

> Superoksit » Askorbik » PB- Karoten »  Ferritin
dismutaz asit

> Katalaz > Urik asit » Ubikinol »  Albumin

» Glutatyon > Sistein » Flavonoidl » Transferrin
peroksidaz er

» Glutatyon » Glutatyo » Vitamin E » Haptoglobin
rediiktaz n

» Glutatyon » Glikoz » Bilirubin »  Seruloplazmin
transferaz

Siperoksit dismutaz (SOD): Organizma iginde olusan siiperoksit radikalini

dismutasyona ugratarak H.O2 ve molekiiler oksijene doniismesini saglayan hiicre i¢i

enzimdir. Organizmalarda substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim olmakla

birlikte birinci derece savunma sistemi olusturur. Iceriginde yer alan metal grubuna

gore farklilik gostermektedir yapilan arastirmalar Cu/Zn-SOD’un 6karyotik canlilara

spesifik oldugunu gostermektedir [65,67].

SOD

20, +2H —>

2H20, + O3

23



Oksijeni metabolite eden tim dokularda 6zelliklede endotel ve diiz kas hticrelerinde

yogun miktarda bulunmaktadir.

Katalaz (KAT): Glikoprotein yapida ve dort hem grubuna sahip birhemoproteindir.

Karbonik asit ile birlikte bilinen en hizli enzim olma 6zelligine sahiptir.

Peroksizomlarda bulunmakla beraber hiicre disinda bulunmaz, en fazla miktarda
bulundugu organ ise karacigerdir. Oksidaz aktivitesi (SOD) ile olusan H20.’yi su ve

oksijene katalize eder [65,65].

Katalaz
H>0> — 2H,0 + 0>
Glutatyon (GSH): Zehirsizlestirme reaksiyonlarinda dogrudan rol almasi ya da diger
enzimlerin kofaktorii olarak gorev yapmasi yoniinden hiicre i¢in en dnemli enzimdir.
Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen birtripeptittir. Ayrica protein yapisindaki
stlfidril  (-SH) grubunu indirgenmis halde hiicrede tutarak proteinlerin

inaktivasyonunu engellemekte ve membran transportunda gorev almaktadir [65,68].

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Hem H202’yi hem deLOOH’larimetabolize eden
intraselltiler bir enzimdir. GSH- Px’in selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak iizere
iki formu bulunmaktadir. Selenyuma bagimli formu hem H202’yi hemde LOOH’1

indirgemekte gorev alirken, selenyuma bagimli olmayan formda yalnizca LOOH’lar

indirgenmektedir [65,68].
2GSH + H,0, —»  GSSG + 2H20
2GSSG + LOOH —> GSSG + LOH + H20

Her iki reaksiyonda da GSH hidrojen vericisi olarak gorev almaktadir. En yiiksek

aktivasyonu ise karacigerde gostermektedir.

Glutatyon rediiktaz (GSH- R): NADPH varliginda okside glutatyonun (GSSG) tekrar

GSH’adoniistimiinii saglayarak antioksidan aktivitenin devamliligini saglar [65, 68].

Glutatyontransferaz (GSH-T): Cesitli endojen veya eksojen bilesiklerin GSH ile
kojugasyonunu katalize eder. Bazi izomerleri ise GSH-Px aktivasyonu gostererek
LOOH’larin metabolizmasini da saglamaktadir [65,68].
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Vitamin E (a-tokoferol): Antioksidan kapasitesi en yiksek olan ve lipitte
¢ozlnebilen vitamindir.Yapisinda bulundurdugu fenol halkasindaki aktif hidroksil
grubu nedeniyle antioksidan olarak degerlendirilmektedir. En iyi biyoaktif formu a-
tokoferoldur. Bu formun en 6nemli gorevi lipit peroksidasyonuna kars1 organizmayi

korumaktir. Hiicre icinde GSH-Px ile kordineli olarak calismaktadir [71,72].

Vitamin C (Askorbik asit): Viicutta sentezlenemeyen bundan dolay1 diyet yoluyla
aliman ve suda c¢oziinen kuvvetli bir antioksidan molekdldir. Vicut igerisinde
kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenmektedir. Serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek inaktif olmalarini saglar ve vitamin Enin yenilenmesinde de aktif
gorev alir [71,72].

Flavonoidler: Bitkilerdeki sart, mavi ve kirmizi pigmentleri olusturan, lipitler
icerisinde c¢oziinebilme kabiliyetine sahip polifenol yapidaki antioksidandir.
Antioksidan 6zelliginin yaninda antiinflamatuar, antiviral ve antiallerjik 6zellikleride
bulunmaktadir. Baslica kaynaklari elma, portakal ve karnabahar gibi sebzelerdir.
Farkli yollar kullanmak sureti ile lipit peroksidasyonunuengellemektedir. Bunlar;
peroksidasyonu baglatan radikalin tutulmasi, radikal iyonlar1 olusturan enzimleri

inhibe etmesi ve metal iyonlar ile bag yapmasi olarak tanimlanmaktadir [73].

1.7.Propolis

Propolis, bal arilar1 (Apismellifera L.) tarafindan aga¢ kabuklari, dal, tomurcuk ve
bitki filizlerinden toplanan recinemsi maddelerin, arilarin bas kisimlarindan
salgiladig1 enzimler ile birlikte biyokimyalarinin degigmesiyle elde edilen yapiskan
ve keskin kokuya sahip organik bir kovan truntdur [74,75]. Propolis kelimesi eski
Yunancada (pro- Onlnde, savunma ve polis- sehir) sehrin savunmasi ve sehrin
onunde gibi anlamlara gelmektedir. Bal arilarinin propolisiiretmek icin topladigi
recine ve diger oOzitleri genellikle; kavak, ¢am tiirleri, kaym ve kestane gibi
agaclardanelde ettikleri saptanmistir [74,76]. Bal arilariin olusturduklar1 propolisi

kullanim alanlar1 su sekilde siralanabilir;

¢ Kovan girisini kaplayarak dezenfekte olmasini saglamak,
eKovan kapisinin biylikliigliniin ayarlanmas: ile zararli bdoceklerin giriginin

engellenmesi,
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ePropolis ile yapilan kovan i¢i temizlik ile bakteri, mantar vb. g¢ogalmasini
engellemek,

e Yabanci bdceklerin 6ldiiriilmesi ile kovanda olusmasi muhtemel ¢iiriimeye bagh
koku ve kontaminasyonu bertaraf etmek,

e Kovanin duvarlarindaki hasar1 onarmak ve

¢ Kovan i¢i nem/sicaklik gibi 6zellikle larvalarin gelisimini etkileyen hayati degerleri

korumak gibi pek ¢ok amagla kullanilmaktadir [74,75].

“Dogal antibiyotik™ olarak tanimlanan propolis, antik ¢agdan bu yana halk hekimleri
tarafindan daantibakteriyal, rejeneratif, antifungal ve antiinflamatuvar amaclarla
cesitli hastaliklar1 tedavi amaci giiderek kullanilmistir. Gunimiizde propolis
kozmetik, dermatolojik hastalik tedavisi ve saglikli gida tiretimi basta olmak iizere
bircok amag dogrultusunda kullanilmaktadir [76,77]. Ayrica tedavi edici 6zelliklerin
ortaya ¢ikmasi ile yaygin olarak kullanilmasini saglamistir ve suanda propolisi

sabun, kapsdl, tablet, grandl ve pastil gibi bir¢cok sekilde bulmak mimkindur.

Propolisin 6nemi anlasildik¢a kullanim alanlarin sayisi hizla artmaktadir, bunlardan

bazilari;

e Propolis antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitripanosomal, antiinflamatuvar,
antioksidan, hepatoprotektif, immunostimulator, antitimoral ve sitostatik aktivite
gibi birgok biyolojik 6zellige sahip olmasi nedeniyle tipta ve dis hekimliginde
kullanilmaktadir

¢ Propolis bitki ekstraktlari, ar1 siitii ve E vitamini ile birlikte kozmetik alaninda giin
gectikge artan oranlarda kullanilmaktadir. Cildi besleyici, temizleyici ve onarict
urtinlerden krem, siit ve pomatlarin yapiminda genis 6lgiide kullanim alanlarna
sahiptir

e Ciiriimeyi ve bozulmay1 engelleyici 6zelligi ile gida sanayiinde kullanilmaktadir
(Sekil 1.8.)

¢ Cimlenme engelleyici olmasi1 nedeniyle yumrulu bitkilerin saklanmasinda kullanilir

e Mobilya sanayinde cila vb. islerde kullanilir [80].
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Sekil 1.8. Gida teknolojisinde propolis kullanimi [104]
1.7.1. Propolisin kimyasal 6zellikleri

Propolisin farkli kimyasal Ozelliklerde olmasinin baslica nedeni, igerigindeki
bilesiklerintirlerine ve yogunluklarina gore faklilik gostermesidir. Bu farlilik ise
toplandig1 cografyadaki bitki tiirlerinin degiskenligi ve zenginligine, iklim
kosullarina (mevsim) ve kolonideki ar1 tiiriine gore olusmaktadir [78,79]. Propolisin
rengi ise toplanma kaynagina gore saridan baglayarak kahverenginin tonlarina kadar
degiskenlik gostermektedir. Ornegin; yesil propolis yalnizca Brezilya’da
uretilmektedir. Propolis sogukta (15°C ve alt1) sert ve kirilgan yapiya sahip olur,
sicakta (25°C- 80°C) ise yumusak ve akiskan bir formdadir [78,79].

Her nekadar saf propolisin igerigi kaynak vb. durumlara gére degiskenlik gostersede
genel olarak degerlendirildiginde %50 regine, %30 mum, %10 esansiyel yaglar ve
%35’er oranda polen ve diger organik maddelerden olusmaktadir. Diinyanin cesitli
bolgerinden alinan propolis numunelerinin incelenmesi sonucunda 160-300 arasinda

farkli kimyasal bilesigi yapisinda barindirdigi tanimlanmistir (Tablo 1.4) [78,79].
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Propolis polifenoller ve onlarin esterleri, fenolik aldehitler, alkoller, ketonlar,
steroidler, amino asitler ve inorganik bilesikler gibi ¢esitli kimyasal yapilar
kapsayan 300’den fazla bilesen igermektedir. Recine ve balzam iceren kisim ayrica

terpenler, polisakkaritler, kafeik asit gibi maddeleri de bulundurur [80].

Tablo 1.4. Propolisin kimyasal yapis1 [78]

Bilesik sinifi Bilesen gruplari Miktar1
Regine Flavonoidler, fenolik asitler ve esterleri %45-55
Mum Balmumu ve bitkisel orijin %23- 35
Esansiyel yaglar | Aromatik ucucular %10
Polen Proteinler %5
Diger organik Demir, ¢inko, magnezyum, ketonlar, askorbik | %5
bilesikler asit, B grubu vitaminleri ve E vitamini ve
karbohidratlar

Icerigindeki baslica kimyasal bilesikler sunlardir; flavonoidler, sinnamik asit ve
tiirevleri benzoik asit, sinaptik ve izoferulik asitler, ¢esitli aldehitler, ketonlar ve eser
elementler, kleredon, diterpenler, seskiterpenler ve steroidlerdir.Organik kismin en
onemli bolimd olan flavonoidler, Gzerinde en ¢ok yogunlasilan bilesiklerdir
vepropolisin  biyolojik aktivitesinin 6nemli bir kisminin y6netilmesinden
sorumludurlar. Flavon ve flavonoidler propolise antioksidan, antifungal, antiviral ve
antibakteriyel o6zellikler kazandiran maddelerdir. Propolis ayrica mineral ve oligo

gibi elemanlar da bulundurmaktadir [74,77].

Propolisin temel bilesigininflavonoidler oldugu oOne siiriilmistir. Propolisin
flavonoid yapisinda toplandigi bitkiye bagli olarak farkliliklar da bulundurmaktadir.
Flavonoidler polifenolik bilesiklerdir ve serbest radikal temizleme 6zelliklerinden
dolay1 antioksidan etkiye sahip olup, lipit peroksidasyonunuda inhibe etmektedirler.
Alternatif olarak metal selat olusturmalar1 antioksidan ozelliklerine katki
saglamaktadir [76,77].

Ayn1 zamanda pinosembrin, galangin ve kafeik asit,fenil ester karisimlarinin
bakteriyel RNA polimerazi inhibe ederek antimikrobiyal etki gosterdigi de
bildirilmistir. Propolisin biyolojik aktivitesinin fenolik ve diger bilesiklerin sinerjistik

etkisi ile olustugu belirtilmistir.
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Sekonder metabolitleri antibakteriyel ve antiviral agidan deger kazanmasini
saglamaktadir. Bu metabolitelere; kafeik asit ve sinnamik asit, baz1 hidrokarbonlar,

terpenler, aromatik asit ve esterleri 6rnek olarak sayilabilir [77,80].
1.7.1.1. Antioksidan etki

Organizmada metabolik olaylar sirasinda kaginilmaz bir sekilde ortaya ¢ikan serbest
radikaller, hucresel yaslanma ve buna bagli olarak kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser, diyabetesmellitus, artritis, parkinson, alzheimer gibi hastaliklara zemin
hazirlamaktadir. Organizma ise baslica antioksidan enzimler olan SOD, KAT,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz ile bu serbest radikallerielimine etmektedir.
Eger oksidan madde dizeyi antioksidan enzim kapasitesini asarsa, antioksidan
vitaminler (6zellikle C ve E) ikincil savunma hatt1 olarak devreye girerler [81,82].
Propolisin ise yapisinda bulundurdugu flavonoidlerin ve kafeik asit esterlerinin
antioksidan etkinligini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Bundan dolay1 son zamanlarda
uzerinde durulan 6zelliklerinden biri CAPE’nin de antioksidan etkisidir. Bilindigi

gibi GSH, kimyasallarla olusturulmus hiicre hasarina kars1 protektif bir role sahiptir.

GSH karacigerde en Onemli antioksidan molekiillerden biri olup fizyolojik
konsantrasyonlari, hiicrelerin normal redoks isleyisinin devamliligina katkida
bulunmaktadir. Propolis de siganlarda, parasetamoliin indiikledigi GSH tiiketimini
geri cevirebilmekte ve bdylece hiicre 6limini onlemektedir. NUkleer faktor kappa
B’nin (NF-kB) inflamatuar olaylarda ve oksidan streste onemli yeri oldugu

gosterilmistir.

Kafeik asit 0zgul olarak NF-xB’yi bloke eder ve oksijen tirevliradikalleri
temizlemektedir. Propolis ayrica oksijen tlrevli radikalleri temizlemekte ve lipit

peroksidasyonunu 6nleyerek antioksidan etkisini ortaya koymaktadir [81,82].
1.7.1.2. Yan etkileri

Cokaz da olsa bazi durumlarda kontak dermatit ve propolis alerjisi bildirilmistir.
Bunun daarilarin propolis 6zitiinii o bolgedeki allerjen cigceklerden toplamasindan

dolay1 kaynaklandigi kanitlanmistir.
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Propolis toksik Ozellikte degildir ancak farelerde LDso 2-7.3 g/kg ve insanlardaki
giivenilir doz aralig1 ortalama 1,4 mg/kg/giin olarak bildirilmistir. Belirtilen dozlarin
daha Uzerindeki dozlarin kullanilmasi durumunda siklikla otaya ¢ikan yan etkiler;
alerjik reaksiyonlar, cilt ve mukozmembranirritasyonu olarak bildirildiginden astim
hastalari, egzemali ve {irtikerli hastalar tedavi edilirken dikkatli olunmalidir [83].
Ayrica unutulmamalidir ki allerjen biinyeye sahip olan bireyler kullandiklar: tim gida

vb. Urunlerde hassasiyet gostermelidir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Geregler

a. Homojenizator (Power Gen 125- FisherScientific)

b. ELISA mikroplaka okuyucu ve Spektrofotometre (SpectrostarNano- BMG
LABTECT GmbH)

Masadisti sogutmali mikro santriftj (Eppendorf 5418 )

a o

Masaiistii sogutmali santrifiij (Centurion K2015)
pH metre (Inolab WTW cond 3401)
Vorteks(IKA, GENIUS3)

Su banyosu (Nuve bath)

o Q —H~ o

Manyetik karistirici ve 1sitic1 (Heidolph, MR-HeiStandart)
i. Hassas terazi (Denner Instruments- TP124)

j. -80°C Ultra Derin Dondurucu (WiseCryo)

K. Buz Makinasi (Scotsman AF80)

|. Otoklav (HMC Hiclave HG-80)

m. Pipet takimi1 (Ependorff)

n. UV kabin (ESCO CLASS Il TYPE A2)

0. Etiv (Memmert UN55)

2.2. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Calismada Wistar albino, erkek, 250- 350 g agirligina sahip siganlar kullanildi.
Deney hayvanlari Kocaeli Universitesi Deney Hayvanlart Tip Arastirma ve
Uygulama Biriminden (DETAB) alindi. Deney hayvanlari, sicakligi 22 + 2°C’de,
nemi %55 — 75 oraninda korunan ve 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik periyoduna

sahip bir ortamda normal yemle, su kisitlamasi olmaksizin beslendi.

Bu dulzendeki standart gece—giindiiz dongiisii stres gruplarindaki hayvanlar igin,
kronik Ongoriilmeyen hafif stres uygulamasi sirasinda deney protokoliine uygun
sekilde diizenlendi. Deney hayvanlarina uygulanan Kronik ongériilmeyen hafif stres

uygulamas1 ve propolisin oral olarak her giin uygulanmasi DETAB’da
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yapildi.Calisma Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan

30.11.2017 tarih ve KOU HAYDEK 11/8- 2017 karar numarasi ile onayland.
Deney hayvanlari rastgeledort esit gruba ayrilmistir;

e Kontrol grubu (n=10): Herhangi bir stres prosediiriine maruz kalmadi.

ePropolis grubu (n=10): Herhangi bir stres prosediiriine maruz kalmadi. 35 giin
boyunca giinde bir kez 100 mg/kg dozunda propolis oral yoldan uyguland1 (0,1
mL/10 g viicut agirligr).

e Stres grubu (n=10): 35 giin boyunca kronik 6ngorilemeyen stres modelindeki
stresOrlere maruz kaldx.

e Stres+Propolis grubu (n=10): 35 glin boyunca kronik 6ngorilemeyen stres
modelindeki stresorlere maruz kalirken giinde bir kez 100 mg/kg dozunda propolis

oral yoldan uygulandi.

Deney gruplarina uygulanan depresyon modeli Kocaeli Universitesi DETAB’ ta
veteriner Hekim Ciineyt Ozer’i gozetiminde ,Willner P. tarafindan tamimlanan,

Kronik 6ngoriilmeyen stres prosediirii asagidaki gibi uygulanmistir [113];

1) Sicak suda ylizdiirme (45°C/ 5 dakika)

2) Soguk suda ylizdiirme (4°C/ 5 dakika)

3) Kafes sallama (10 dakika)

4) Gunduz/gece dongusunun ters cevrilmesi (24 saat)

5) Kuyruktan asma (1 dakika)

6) Kafes egimlendirme (45°C/24 saat)

7) Kafesler aras1 deney hayvani degistirme (48 saat)

8) Talas 1slatma (Kafes icerisindeki talagin 1slanmasina yetecek kadar her kafes i¢in

ortalama 250 ml su kullanarak/24 saat)

Yukarida belirtilen stres prosediirii 3. ve 4. grup deney hayvanlarina 35 giin boyunca
her giin uygulanmistir. Her bir stres prosediirii 6-7 kez kullanilmistir. Deney
hayvanlarmin uygulanan stres prosediiriinii 6ngérmesini engellemek amaciyla ayni
prosediir iki giin st iiste uygulanmamistir. Ayrica stres prosediirii her giin farkl

zaman dilimlerinde uygulanmstir.
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2.3. Deneyde Kullamlan Maddeler

Propolisin sudaki ¢dzeltisi Aksu Vital Dogal Uriinler Anonim Sirketi tarafindan 10
mg/mL konsantrasyonunda hazirland1 ve ekstrenin konsantrasyonu ve igerigi Gaz
Kromatografisi-Kutle Spektrometresi (GC-MS, Agilent 7890A, 5975 MS; kolon:HP-
5 (30mX0,25 mm;0,25 um kalinlik); Tastyici gaz: Helyum) ile 6nceden analiz edildi.
Propolis ekstresi her giin 100 mg/kg dozunda oral yoldan uygulandi.

2.4, Karaciger ve Bobrek Dokusunda Yapilan incelemeler

Doku homojenatlarinin hazirlanmas1 ve posmitokondri fraksiyonunun eldesi:
Karaciger ve bobrek dokular tartildi ve Power Gen 125- Fisher Scientific doku
homojenizatoriinde soguk 0,15 M KCI ¢ozeltisi ile homojenize edilerek %10'luk
homojenatlari (w/v) hazirlandi. Postmitokondri fraksiyonu eldesi igin, doku
homojenatlar1 dncelikle 4°C’ye ayarlanmig soguk santrifiijjde 600 x g'de 10dakika
santrifiij edildi. Daha sonra stipernatant alinarak ependorf santrifiijiinde 15000 x g’de
15 dakika santrifij edildi, supenatant alind1 ve 80°C’de saklandi.

a) ACTH dizeyinin 6lcimu: Bobrek dokusundaki ACTH dizeylerinin élgilmesi igin
ACTH ELISA kiti (Rat Adrenocorticotropic Hormone ELISA Kit, Biossay
Tecnology) kullanildi. Kit protokoliine uygun olarak temin edilen dokular prosedire

uygun olarak homojenize edildi.Ornekler kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

ELISA test Kitiprosedirine uygun olarak homojenat ornekleri ve ELISA Kiti
bilesenleri oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Standart 1:2 oraninda prosediire
uygun olarak seyreltilerek hazirlandi(48 ng/L, 24 ng/L, 12ng/L, 6ng/L ve 3 ng/L).
Yikama soliisyonu distile su kullanilarak 1: 20 oraninda hazirlandi. Daha sonra her
kuyucuga 50 uL bobrek doku homojenati ile 50 pL biyotinlenmis antijen eklendi ve
plakanin iistii kapatilarak 30 dk inkubeedidi.

Inkiibasyon sonrasinda kuyular bosaltilarak 300 pL yikama soliisyonu ile 4-5 dk
yikandi ve kurumasi i¢in ters c¢evrildi. Ardindan kuyulara 50 pL avidin- HRP
eklenerek 30 dk, 37°C inkube edildi. Daha sonra kuyular bosaltilarak dort kez
yikandi.

Dordiincti yikamadan sonra sirasiyla 50 pL substrat A ve substrat B c¢ozeltileri

eklendi ve 37°C 10 dk inkiibasyona birakilarak reaksiyona girmesi beklendi.
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Reaksiyonun sonlandirilmasi igin 50 uL stop soliisyonu eklenerek 15 dakika iginde
450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucuda absorbanslar okundu. Standartlarin
absorbanslar1 kullanilarak standart egri grafigi ¢izildi ve bobrek homojenat
orneklerinin hesaplamalar1 yapilarak sonuglar degerlendirildi. Sonuglar ng/L olarak

verildi.

b) AOPP diizeyinin Olctilmesi: Hanasand M. ve arkadaslarinin (2012) yilinda
uyguladig1 yontem baz alinarak uygulandi. Baslica dinitrozini¢eren capraz bagh
protein Urind olan AOPP tayini igin, daha 6nceden hazirlanmis %10’luk karaciger
homojenat1 100X ve bobrek homojenat1 70x sulandirilarak sitrik asit iceren ve asidik

ortamda absorbanslar 340 nm.okundu [84].

Ayrraglar:

e 0,2 M sitrik asit

e 1,16 MKI

e Kromatin- T stok standarti (100nM): 281,7 mg kromatin-T 10 mL’de ¢6zildi.
Sulandirilarak 12,5, 25, 50 ve 100 uM’lik ¢aligma standartlar1 hazirlandi.

Islem:

Mikroplaka kuyucuklarina 0,04 mL doku homojenatlart ve 0,16 mL 0,2M sitrik asit
konuldu (deney). Ayrica 0,19 mL 0,2 M sitrik asit ve 0,01mL 1,16 M KI igeren (kor)
ve 0,19 mL kromatin- T ve 0,01 KI igeren (standart) kuyucuklar hazirlandi daha
sonra 2 dakika sonra kor tiipe karsi standart ve deney absorbanslart 340nm’de

okutuldu.

Hesaplama: Sonuclar kloramin-T ile potasyum iyodirin (KI) oksidasyonuyla olusan
trityodid ile standardize edilerek Karsilastirildi. Sonuglar nmol/mg protein olarak

verildi.

¢) Antioksidan kapasite (Ferric Reducing Antioxidant Power; FRAP) dizeyinin
Olcilmesi: Benzie IF. ve arkadaslarinin (1996) tasarladiklar1 deney diizenine sabit
kalinarak uygulanddi. Yontem Fe*®ii Fe*?’ye indirgeyen antioksidan kapasitenin

olglilmesi prensibine dayanir [85].
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Ayiraglar:

e 40 mMHCI

e 300 mM Asetat tamponu (3,6 pH): 3,1 g Na- asetat (3H20) 100mLdistile suda
cozdirllerek pH: 3,6’ya ayarland1 ve 16 mL asetik asit karistirilarak 1 litreye
distile su ile tamamlandi.

e 10mM 2,4,6 Tripridil-s-triazin (TPTZ): 31,2 g TPTZ tartilarak 10 mL (4mM)
HCL’de ¢6ziindii.

e 20 mM FeClz (6H20): 54 mg FeClz (6H20) tartilarak 10 mL distile suda ¢ozUnd(.

e FRAP calisma ayiraci: Hazirlanan Asetat tamponu, TPTZ ve FeCls (6H20)
ayiraglari sirastyla 10:1:1 oraninda olacak sekilde karistirildi.

Islem:

Mikroplaka kuyularina 0,008 mLhomojenat ve 0,24 mL FRAPgalisma ayiraci

(deney) konuldu. Ayrica 0,1 mL askorbik asit (1, 0.5 ve 0.25 mM) 0,24 mL FRAP

calisma ayiraci igren standartlar ile beraber 0,008 dH20O ve 0,24 mL FRAP ¢alisma

ayiract igeren kor hazirlandi. 37°C 4 dakika inkiibe edildikten sonra mikroplaka

okuyucuda 593 nm’de absorbanslar okundu.

Hesaplama: Sonuclar askorbik asidin indirgeme potansiyeli ile karsilastirara

khesaplandi ve nmol/mg protein olarak verildi.

d) GSH dizeyinin O6lgilmesi:Buetler E.” nin (1963) tasarladigt manuel deney
diizenegi ornek alinarak uygulandi. GSH diizeyleri, Elman ayiraci (5,5°- ditiobis-2
nitro benzoikasit) kullanilarak tayin edildi. Bu ayira¢ dokulardaki serbest —SH
(stilfhidril) gruplari tarafindan indirgenerek, 1 mol —SH grubu basina 1 mol DTNB
(2-nitro-5 tiyobenzoikasit) olusmaktadir. Bu sar1 renkli {irliniin absorbans1 412 nm’de

okutuldu[86].

Ayiraglar:

e 0,15 M KCI

e Proteinsizlestirme ayiraci: 2,5 g glasiyal metafosforik asit, 300 mg Na- EDTA ve
45g NaCl 150 mL distile suda ¢oziindi.

e 0,3 M NaxHPO4: 2,13 g NaoHPO4 50 mL distile suda eritildi.

e Elman ayiract: 4 mg DNTB (5.5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)) 10 mL %1°lik

sodyum sitrat ile ¢ozundd.
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e GSH standartlar:: 1mg 10 mL’de eritildi (0,025, 0,50 ve 0,1 mg/ mL).

Islem:

Dokularin %10’luk homojenatlarindan 0,25 mL alindi, 0,375mL 0,15 M KCI ve
0,750 mL proteinsizlestirme ayiract ependof tiiplere konularak karistirildi ve +4C°
10,000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Ayrica kért (0,125 mL dH20 0,375 mLKCI
ve 0,750 mL proteinsizlstirme ayiraci) ve standartlar tiiplerinede aym islem

uygulandi.

Daha sonra elde edilen slpernatantlar da mikroplaka okuyuculara 0,05 mL
pipetlenerek (izerine 0,3 M 0,2 mL Na:HPO; ile 0,05 mL Elman ayiract konularak

degisen renkler 412 nm’de ayira¢ koriine okutuldu.

Hesaplama: GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayis1 13.6x 10° Mx cm™ ve standart

kullanilarak hesaplandi ve sonuglar nmol/mg protein olaraktanimlandi.

e) GSH-Px dizeylerinin dlcimu: Dokulardaki GSH-Px duzeylerinin élgilmesi igin
GSH-Px kiti (Rat Gulutatione Peroxidase ELISA Kit, Biossay Tecnology) kullanildi.
Kit protokoliine uygun olarak temin edilen dokular prosedire uygun olarak
homojenize edildi.Ornekler kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

ELISA test kiti prosedirtine uygun olarak homojenat ornekleri ve ELISA Kiti
bilesenleri oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Standart 1:2 oraninda prosediire
uygun olarak seyreltilerek (640 U/ml, 320 U/mL, 160 U/mL, 80 U/mL ve 40 U/mL)
ve yikama soliisyonu distile su kullanilarak 1: 20 oraninda hazirlandi.
Mikroplakakuyucuklarina 50 pLstandart ve 40 pL Ornekler ve 10 uLGSH- Px
antikoru pipetlendi. Daha sonra 50 pL Streptavidin-HRP eklenereck 37°C’de 60
dakika inkiibe edildi. Ardindan kuyular bosaltilarak dort kere yikama soliisyonu ile
yikama gergeklestirildi. Besinci yikamadan sonra kuyucuklar bosaltilarak sirasiyla 50
puL subsurat A ve subsurat B ¢ozeltileri eklendi ve 37°C’de 10 dk inkiibasyona
birakilarak reaksiyona girmesi beklendi. Reaksiyonun sonlandirilmas: i¢in 50 pL
stop solisyonu eklenerek 15 dakika icinde 450 nm dalga boyunda ELISA Plate
okuyucu da absorbanslar okundu. Standartlarin absorbanslar1 kullanilarak standart
egri grafigi ¢izildi ve doku Orneklerinin hesaplamalar1 yapilarak sonuglar

degerlendirildi. Sonuglar IU/mL olarak verildi.
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f) Katalaz duzeylerinin o6lgllmesi: 1993 yilinda arastimact Warhington V.’ nin
uygulamis oldugu manuel method uygulandi. Substrat olarak H202 kullanildi. 1 {inite
KAT 1 pumol H202’e her dakikada 25°C’de (pH:7) 1 dakikada metabolize eden

enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir [87].

Ayiraglar:

e 0,05 M potasyum fosfat tamponu (pH 7.0)
e 59 mM H20: (pH 7,0 ve 0,05 M potasyum fosfat tamponu ile hazirlandi)

Islem:

Spektrofotometre kuyucuklarina 1,9 mL distile su ve 1 mL 59 mMH20, konuldu ve
uzerlerine 0,1 mL 10 kez sulandirilmig karaciger veya 7 kere sulandirilmig bobrek
homojenatlar1 eklendi. 240 nm’de ultraviyole spektrofotometre de absorbans
azalmasi 20 saniye arayla 5 kez okunarak izlendi.

Hesaplama: Sonuglar ekstinksiyon katsayis1 (40 M*cm™) kullamilarak hesapland: ve
nmol/dk/mg protein olarak verildi.

g) Kortizol dizeyinin 6lctlmesi: Bobrek dokusundaki Kortizol duzeylerinin
Olcilmesi icin(Rat Cortisol ELISA Kit, Biossay Tecnology) kullanildi. Kit
protokoliine uygun olarak temin edilen dokular prosedire uygun olarak homojenize
edildi. Ornekler kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

ELISA test kiti prosedirtine uygun olarak homojenat ornekleri ve ELISA Kiti
bilesenleri oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Standart 1:2 oraninda prosediire
uygun olarak seyreltildi (240 ng/mL, 120 ng/mL, 60 ng/mL, 30 ng/mL ve 10 ng/mL)
ve yikama soliisyonu distile su kullanilarak 1: 20 oraninda hazirlandi.
Mikroplakakuyucuklarina 50 pL standartlar standart kuyularma pipetlendi. Ornek
kuyularina ise 40 pL 6rnekler ve 10 L anti-COR antikoru pipetlendi. Daha sonra 50
uL Streptavidin-HRP eklenerek 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Ardindan kuyular
bosaltilarak dort kere yikama soliisyonu ile yikama gercgeklestirildi. Besinci
yikamadan sonra kuyular bosaltilarak sirasiyla 50 pLsubstrat A ve substrat B
cozeltileri eklendi ve 37 °C’de 10 dk inkiibasyona birakilarak reaksiyona girmesi
beklendi. Reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 50 pL stop soliisyonu eklenerek 15

dakika icinde 450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucu da absorbanslar okundu.
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Standartlarin absorbanslar1 kullanilarak standart egri grafigi ¢izildi ve bobrek doku
orneklerinin hesaplamalari yapilarak sonuglar degerlendirildi. Sonuglar ng/mL olarak

verildi.

h) MDA {zeyinin 6lgilmesi: Lipit peroksidasyonunun son drunlerinden biri olan
MDA’nin 6lglimii TBA (tiyobarbitiirik asit) ile kompleks olusturmasi prensibine
dayanir. Olusan kompleks spektrofotometrik olarak 6l¢tldu [88].

Ayrraglar:
e TEP standard: (1,1,3,3-tetraetoksipropan): 22 mg TEP 10 mL distile suda
¢oziinerek 10 mM’lik ana standart hazirlandi. Daha sonra bu ana standart 1000

kez sulandirilarak 10 uM’lik ¢alisma standardi hazirlandi.

e Buege- Aust ayiract: 375 mg TBA bir miktar distile suda eritildi. Uzerine 15
mL%100’lik trikloraasetik asit (TCA) ve 2.1 mL derisik hidroklorik asit (HCI)
eklendi, karistirildi ve ¢6zlindiikten sonra 100 mL’yedistile su ile tamamlandi.

Islem:

0.25 mL homojenatlarin {izerine 0.25 mLdistile su ve 2 mL Buege- Aust ayiraci
eklenerek, daha Onceden ayarlanmis olan kaynar su banyosunda 15 dk tutuldu.
Soguduktan sonra ise 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek elde edilen
slipernatantlarin absorbanslar1 kore kargt okundu. Ayrica kor ve standart tuplerde

hazirlandi.

Hesaplanma: Sonuclar ekstinksiyon katsayis1 (e=1,56x10° M cm™) ile standardin

absorbansi degerlendirilerek hesaplandi ve nmol/ mg protein olarak verildi.

1) SOD duzeyinin olgiilmesi: Bobrek dokusundaki SOD duzeylerinin dlgulmesi igin
(Rat Superoxide Dismutase 1, Soluble ELISA kit, Biossay Tecnology) kullanildi. Kit
protokoliine uygun olarak temin edilen dokular prosediire uygun olarak homojenize
edildi.Ornekler kullanilincaya kadar -80°C’de saklandh.

ELISA test kiti prosediriine uygun olarak homojenat 6rnekleri ve ELISA Kiti

bilesenleri oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Standart 1:2 oraninda prosedure
uygun olarak seyreltildi (1200 ng/L, 600 ng/L, 300 ng/L, 150 ng/L ve 75 ng/L) ve

yikama soliisyonu distile su kullanilarak 1:20 oraninda hazirlandi. Mikroplaka

38



kuyucuklarma 50 pL standartlar standart kuyularma pipetlendi.Ornek kuyularina ise
40 pL ornekler ve 10 pL anti-SOD1 antikoru pipetlendi. Daha sonra 50 pL
Streptavidin-HRP eklenerek 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Ardindan kuyular
bosaltilarak dort kez yikama soliisyonu ile yikama gergeklestirildi.

Besinci yikamadan sonra kuyular bosaltilarak sirasiyla 50 uL substrat A ve substrat
B coOzeltileri eklendi ve 37°C’de 10 dk inkiibasyona birakilarak reaksiyona girmesi
beklendi. Reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 50 pL stop soliisyonu eklenerek 15
dakika icinde 450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucu da absorbanslar okundu.
Standartlarin absorbanslar1 kullanilarak standart egri grafigi ¢izildi ve bobrek doku
orneklerinin hesaplamalar1 yapilarak sonuglar degerlendirildi. Sonuglar ng/L olarak

verildi.

J) Protein tayini: Doku homojenatlarinda ve posmitokondri fraksiyonlarinda protein
tayini Bisinkoninik asit metodu (BCA) ile belirlendi [89].

Ayiraglar:

¢ Bisinkoninik asit (Bicinchoninic acid solution; Sigma)

e Protein renklendirme ayiraci: 0,4 mL %4’1iikCuSQg tizerine 20 mLbisinkoninik
asit eklenerek hazirlandi.

Islem:

Mikroplaka kuyucuklarina 0,2 mL protein renklendirme ayiract eklendi ve tzerine 10
kez sulandirilmis karaciger veya 7 kez sulandirilmig bobrek homojenatlar1 veya
posmitakondri fraksiyonlarindan 0.1 mL eklendi. Ayrica protein standartlar1 da
hazirlandi. Karistirildiktan sonra 37°C” de 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra oda

sicakliginda sogutularak olusan rengin absorbansi 562 nm’de kore kars1 okundu.

2.5. Serumda Yapilan Incelemeler

a) ACTH diizeyinin 6lgtimu: Serum ACTH duzeylernin élgulmesi icin ACTH ELISA
kiti (Rat Adrenocorticotropic Hormone ELISA Kit, Biossay Tecnology) kullanildi ve
kit protokoliine uygun olarak temin edilen serumlar prosediire uygun hazirlanarak

bobrek dokusu igin tanimlanan yontem uygulandi. Sonuglar ng/L olarak verildi.
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b) AOPP dizeyinin Olctulmesi: Hanasand M. ve arkadaslarinin (2012) yilinda
uyguladigi yontem temel alinarak uygulandi. Mikroplaka kuyucuklarina 5 kez
sulandirilarak 0,2 mL serum alinarak karaciger ve bobrek dokular1 i¢in yukarida
tamimlanan yontem uygulanarak yapildi. Sonuglar pmol/L kloramin-T esdegeri
olarak verildi [84].

c) Antioksidankapasite (FRAP) dizeyinin 6l¢ulmesi: Mikroplaka kuyucuklarina 0,2
mL calisma ayiract ve 0,01 mL serum eklenerek karaciger ve bobrek dokulari igin
tanimlanan yontem uygulanarak yapildi.Sonuglar 1 mM askorbik asidin FRAP degeri
2000 olarak kabul edilerek uM olarak verildi [85].

d) Kortizol diizeyinin olgtlmesi: Serum Kortizol duzeylerinin 6lgulmesi icin (Rat
Cortisol ELISA kit, Biossay Tecnology) kullanildi. Kit protokoliine uygun olarak
temin edilen serumlar prosediire uygun hazirland1 ve bébrek dokusu i¢in tanimlanan
yontem uygulanarak yapildi. Sonuglar ng/mL olarak verildi.

e) MDA dizeyinin 6l¢tilmesi: Mikroplaka kuyucuklarina 0,125 mL serum Uzerine
0,125 mL 0,05 M PBs ve 0,5 mLBuege- Aust ayiract eklenerek karaciger ve bobrek
dokular1 igin tanimlanan yontem uygulandi. Sonuglar ekstinksiyon katsayisi
(e=1,56x10° M*/cm?) ile standardin absorbansi degerlendirilerek hesapland.
Sonuglar nmol/mg protein olarak verildi [88].

2.6.istatiksel incelemeler

Sonuclar Ortalama + SD olarak verildi. Grup dagilimlar1 Levene’s testiyle saptandi
ve ANOVA (post-hoc Tukey) veya Kruskal-Wallis (post-hoc Mann-Whitney U) testi
kullanilda.
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3. BULGULAR

Calismamizda siganlara stres ve stres ile birlikte propolisin karaciger ve bobrek
dokular1 ile serumdaki oksidasyon ve glikasyon driinleri ile antioksidan gostergelerle
berabe rstres hormonlari tizerine etkileri arastirildi. Bu amagla: Karaciger dokusunda;
AOPP,FRAP dizeyleri ile beraber GSH, GSH-Px, KAT, MDA ve SOD duzeyleri,
bébrek dokusunda; MDA, AOPP dizeyleri ile birlikte GSH, FRAP, SOD, KAT ve
GSH-Px aktiviteleri ve ACTH ile KORT degerleri incelendi.Serumda ise FRAP ve
MDA aktiviteleri ile ACTH ile KORT duzeyleri incelendi.

3.1. Karacigerde Elde Edilen Bulgular

AOPP (F=7,721; dF=3 ; P=0,05, Tukey HSD) diizeyleri degerlendirildiginde stres
grubunda kontrol grubuna goére %34,2 oraninda atis gOrdlirken, propolis
uygulamasinin ardindan %32,2 anlamli olarak azaldig1 gorildu (Sekil 3.1)

Karaciger SOD (F=4,349; dF= 3; P=0,005, Tukey HSD ) aktiviteleri ise stres
grubunda propolis grubuna gore %19,4 oraninda atis gorildld, propolis
uygulamasinin ardindan stres+ propolis grubunda %15,9 oraninda anlamli bir azalma
saptandi(Sekil 3.2) (Tablo 3.1, 3.2).

Karacigerde GSH-Px (F= 19,665; dF= 3; P= 0,005, Tukey HSD) ve MDA (F= 3,481,
dF= 3; P= 0,005, Tukey HSD) duzeylerinde kontrol grubuna gore stres grubunda
sirastyla %26,9 ve %29,5 oranlarinda anlamli artislar saptandi. Ancak uygulanan
propolisin ardindan GSH-Px’de %29,2 oraninda azalma goriiliirken MDA’da anlamli
bir fark bulunamadi (Tablo 3.1) (Sekil 3.3, 3.4).

Propolis uygulamasindan sonra karaciger KAT (F= 1,546; dF= 3; P= 0,005, Tukey
HSD ) aktivitesi ve FRAP(F= 1,318; dF=3; P= 0,005, Tukey HSD ) degerlerinde
gruplar arasinda degisiklik bulunamadi (Tablo 3.2).

41



Tablo 3.1. Stres ve propolis uygulanan si¢anlarda karaciger melanoaldehit (MDA),
proteinlerin ileri oksidasyon Urlnleri (AOPP), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri Uzerine etkisi

MDA(+SD™)" AOPP(+SD™)" GSH-P(x) (+SD™)*
(nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (ng/mL)
Kontrol 1,00+0,49? 77,7+20,12 458,5+51,62
Propolis 1,15+0522 76,6+28,42 467,1+75,1°
Stres 1,82+0,66° 118,2+23,9° 627,4+75,2°
Stres+ Propolis 1,28+0,712 80,3+20,4°¢ 443,9+40,1°
Sigma ,026 ,001 ,000
F 3,481 7,271 19,665
dF 3 3 3
SPSS Tukey HSD Tukey HSD Tukey HSD

* Tim deneyler, her i¢in toplam 40 (her grup i¢in 10) Wistar albino erkek si¢an ile tasarlanmigtir
**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve sutunlardaki farkli harfler gruplar
arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)

Tablo 3.2.Stres ve propolis uygulanan siganlarda karaciger katalaz (KAT) antioksidan

aktivite (FRAP) degerleri iizerine etkisi

ok K *ky K SOD(iSD**) *
KAT(xSD™) FRAP(£SD™) (ng/mL)
(nmol/dk/mg protein) (nmol/mg protein)
Kontrol 198,2+48,5? 102,5+18,2? 0,89+0,072
Propolis 253,0+54,22 108,0+26,8? 0,79+0,08°
Stres 255,7+60,92 123,4+26,3? 1,01+0,26 ¢
Stres+ 234,9+81,12 109,2+25,42 0,81+0,16°
Propolis
Sigma 0,165 0,0283 0,010
F 1,801 1,318 4,349
dF 3 3 3
SPSS ANOVA- Tukey ANOVA.- Tukey ANOVA- Tukey HSD
HSD HSD

*Tiim deneyler, her i¢in toplam 40 (her grup i¢in 10) Wistar albino erkek si¢an ile tasarlanmigtir
**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli harfler gruplar
arasindaki farkliliklar gosterilmektedir (p <0.05)
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3.2. Bobrekde Elde Edilen Bulgular

KOHS ile stres uygulanan sicanlarin bébrek dokusunda kontrole gore stres grubunda
MDA (F= 4,826; dF= 3; P= 0,005,Tukey HSD), AOPP (F= 9,085; dF= 3; P= 0,005,
Tukey HSD) ve SOD (F= 4,920; dF= 3; P= 0,005, Tukey HSD)sirastyla %37, %49,2
ve %18, 7anlaml artiglar saptandi.

Bu artiglar propolis uygulamasi sonrasinda MDA diizeylerinde degisim
g6zlenmezken, AOPP dizeyi %37,5 ve SOD aktivitesi 24,6 oraninda anlamli olarak
azalmistir (Tabla 3.3) (Sekil 3.1, 3.2, 3.4).

Propolis uygulamasi ile GSH (F= 9,230; dF= 3; P= 0,005, Tukey HSD) dizeylerinde
stres grubunda kontrol grubuna gore %46,5 oraninda atis goriiliirken, propolis
uygulamasinin ardindan %36,6 oraninda anlamli olarak azaldigi goriindii (Sekil 3.5).

Ayrica FRAP (F= 4,646; dD= 3; P= 0,005, Tukey HSD) degerlerinde stres grubunda
kontrol grubuna gore %21,4 oraninda atis goriiliirken, propolis uygulamasinin
ardindan %19,9 oraninda anlamli azalma saptand1 (Sekil 3.6).

GSH-Px (F= 3,943; dF= 3; P= 0,005, Tukey HSD) aktiviteleri incelendiginde
yalnizca kontrole gore stres grubunda bir artma goriindii (Tablo 3.4) (Sekil 3.3).

ACTH (F= 12,856; dF 3; P= 0,005, Tukey HSD) duzeylerinde kontrol grubuna gére
stres grubu karsilastirildiginda %36,loraninda bir artma ve stres grubu ile
stres+propolis grubu arasinda %25,7 oraninda anlamli bir azalma bulundu (Sekil 3.7)

(Tablo 3.5).

Bobrekte KORT (F= 3,226; dF= 3; P= 0,005, Tukey HSD) dizeyinde ve KAT (F=
1,801; dF= 3; P= 0,005, Tukey HSD) aktivitesi bakimmdangruplar arasi bir fark
bulunamadi. (Tablo 3.5).

3.3. Serumda Elde Edilen Bulgular

Serum endojen MDA (F=3,174; dF=3; P=0,005, Tukey HSD) duzeyleri stres
uygulanan si¢anlarda kontrol grubuna gore %21,9 oraninda artis gosterdi. Buna
karsilik, propolis uygulamasi sigcanlardaki endojen MDA duzeyini %19,5 oraninda
anlamli olarak azaltti. AOPP (F=3,915;dF= 3;P= 0,005,Tukey HSD) dizeylerinde
ise stres grubundapropolis grubuna gore %31,5 oraninda arttirdigi goriindii ve bu
artisin propolis uygulanan siganlarda %32,9 oraninda anlamli olarak azaldigi
gorundi (Sekil 3.4, 3.1 ve 3.6). Propolis uygulamasi serum FRAP (F=5,603;
dF=3;P=0,005,Tukey HSD) degerlerinde kontrol, propolis, stres ve stres+propolis
gruplari arasinda anlaml bir farklilik bulunamadi (Tablo 3.6) (Sekil 3.4, 3.1 ve 3.6).
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Propolis uygulanan siganlarda yapilan hormon diizeyleri incelemelerinde ACTH
(F=12,856; dF=3;P=0,005,Tukey HSD) ve KORT (F=5,120; ; dF=3;P=0,005,Tukey
HSD) diizeylerinin stres uygulanan si¢anlarda kontrol grubuna gore sirasiyla %33,4
ve %25,7 oraninda anlamli artiglar gérindi. Bu dizeyler propolis uygulamasi ile
sirasiyla %38,2 ile %20 oraninda azald1 (Tablo 3.7) (Sekil 3.7, 3.8).

Tablo 3.3. Stres ve propolis uygulanan siganlarda bobrek melanoaldehit
(MDA), proteinlerin ileri oksidasyon urtnleri (AOPP) ve superoksitdismutaz
(SOD) aktiviteleri tzerine etkisi

MDA (+SD™)* AOPP(+SD™)" SOD(+SD™)"
(nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (ng/mL)
Kontrol
1,98+0.512 53.0+24.3? 0.84+0.072
Propolis
2.37+0.672 70.0+24.52 0.79+0.022
Stres
3.14+0.85" 104.4+27.3° 1.01+0,08°
Stres+
Propolis 2.67+0.73? 65.2+13.9°¢ 0.86+0.02°¢
Sigma
0,006 0,000 0,006
F
4,826 9,085 4,920
dF
3 3 3
SPSS
ANOVA- Tukey HSD  ANOVA- Tukey HSD ANO\QAS'DT“key

* Tim deneyler, her i¢in toplam 40 (her grup i¢in 10) Wistar albino erkek sigan ile
tasarlanmigtir

**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli
harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)
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Tablo 3.4. Stres ve propolis uygulanan siganlarda bobrek glutatyon
(GSH) duzeyleri, antioksidan aktivite (FRAP) ve glutatyonperoksidaz
(GSH-Px) aktiviteleri tizerine etkisi

GSH(xSD™)" (nfn%?/%isate)m) GSH-PX(£SD™)"
(nmol/mL) gp (nmol/mL)
Kontrol 23.946.50? 114.8+24.82 391.3+83.72
Propolis 29.346.15% 111.1+20.62 406.9+47 .42
Stres 44.6+11.3" 146.2+26.0° 474.1+47.3°
Stres+ 28.3+£11.9°¢ 117.1+22.3°¢ 410.4+45 .42
Propolis
Sigma 0,000 0,008 0,016
F 9,230 4,646 3,943
dF 3 3 3
SPSS ANOVA- Tukey ANOVA- Tukey ANOVA- Tukey HSD
HSD HSD

* Tim deneyler, her i¢in toplam 40 (her grup i¢in 10) Wistar albino erkek si¢an ile tasarlanmigtir
**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli harfler
gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)

Tablo 3.5. Stres ve propolis uygulanan siganlarda Adrenokortikotropik
hormon (ACTH) dizeyi, Kortizol (KORT) degerleri ve Katalaz (KAT)
aktivitesi bobrek dokusu Uzerine etkisi

ACTH(SD™)  KORTIZOL(xsD™)  KAT(SD™)
(ng/mL) (ng/mL) (nmol/d_k/mg
protein)
Kontrol 20.2+2.572 58.746.962 81.2423.92
Propolis 21.6+2.842 56.9+10.42 73.0+£17.0
Stres 31.7+£7.47" 66.0+6.73? 79.8+27.0
Stres+ Propolis 23.54#3.35¢ 64.9+6.69° 63.2+12.52
Sigma 0,000 0,034 0,219
F 12,856 3,226 1,546
dF 3 3 3
SPSS ANOVA- Tukey ANOVA- Tukey ANOVA- Tukey
HSD HSD HSD

**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki
farkl1 harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)
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Tablo 3.6. Stres ve propolis uygulanan si¢anlarda serum melanoaldehit (MDA),
proteinlerin ileri oksidasyon Urtnleri (AOPP) ve antioksidan aktivite (FRAP)
degerleri {izerine etkisi

MDA(+SD*)* AOPP(+SD™)* FRAP(xSD™)"
(umol/L) (umol/L) (umol/L)
Kontrol 0.46+0.10% 235.2+64.5° 170.8+18.12
Propolis 0.49+0.10° 223.9+82.5 162.0+28.1°
Stres 0.59+0.13" 327.3£109.4° 210.1+39.6°
Stres+ Propolis 0.48+0.06° 219.4+60.2b 166.1+28.52
Sigma 0,036 0,016 0,008
F 3,174 3,915 4,646
dF 3 3 3
SPSS ANOYQ]D Tukey ANO\;AS'DT“key ANOVA- Tukey HSD

* Tim deneyler, her i¢gin toplam 40 (her grup igin 10) Wistar albino erkek sigan ile tasarlanmistir
**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli harfler
gruplar arasindaki farkliliklar1 gdsterilmektedir (p <0.05)

Tablo 3.7. Stres ve propolis uygulanan siganlarda serum adenokortikotropik
homon (ACTH) ve kortizol(KORT) diizeyleri izerine etkisi

ACTH(+SD™)" KORTIZOL(+SD™)*
(ng/mL) (ng/mL)
Kontrol 19.0+£5.592 42.8+6.652
Propolis 20.0£3.90? 49.3+7.312
Stres 28.547.18" 57.7+13.0°
Stres+ Propolis 17.64£3.47°¢ 46.1+7.20°
Sigma 0,000 0,005
F 8,832 5,120
dF 3 3
SPSS ANOVA- Tukey HSD ANOVA- Tukey HSD

* Tum deneyler, her icin toplam 40 (her grup i¢in 10) Wistar albino erkek sigan ile
tasarlanmistir

**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki
farkl1 harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)

46



A) Bobrek AOPP (nmol/mg protein)
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**Degerler, ortalama =+ standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli harfler
gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)

Sekil 3.1. Stres ve propolis uygulanan siganlarda karaciger (B), bobrek
(A)dokularinda ve serumda (C) proteinlerin ileri oksidasyon Urinleri (AOPP)
diizeyleri tizerine etkisi (OrtalamatSD
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A) Bbrek SOD (ng/mL)
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**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli harfler
gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)

Sekil 3.2. Stres ve propolis uygulanan si¢anlarda karaciger (B) ve bobrek (A)
dokularinda  superoksitdismutaz ~ (SOD)  aktiviteleri ~ Uzerine  etkisi
(OrtalamaxSD)
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A) Bobrek GSH-Px (ng/mL)
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**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkl
harfler gruplar arasindaki farkliliklari gosterilmektedir (p <0.05)

Sekil 3.3. Stres ve propolis uygulanan siganlarda karaciger (B) ve bobrek (A)
dokularinda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri (izerine etkisi
(OrtalamaxSD)
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A) Bobrek MDA (nmol/mg protein)
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**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve stitunlardaki farkli
harfler gruplar arasindaki farkliliklar gosterilmektedir (p <0.05)

Sekil 3.4. Stres ve propolis uygulanan siganlarin karaciger (B), bobrek
(A) dokulart ve serumda (C) malondialdehit (MDA) dlzeyleri (izerine
etkisi (OrtalamaxSD)
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A) Bobrek GSH (nmol/mL/mg)
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**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli harfler
gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)

Sekil 3.5. Stres ve propolis uygulanan si¢anlarin karaciger, bobrek dokularinda
glutatyon (GSH) dlzeyleri tzerine etkisi (OrtalamaSD)
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A) Bobrek FRAP (nmol/mg protein)
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**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkl
harfler gruplar arasindaki farkliliklar gdsterilmektedir (p <0.05)

Sekil 3.6. Stres ve propolis uygulanan siganlarin karaciger (B), bobrek (A)
dokular1 ve serumda (C) antioksidan aktivite (FRAP) diizeyleri tizerine etkisi
(OrtalamaxSD)
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A) Bdbrek Katalaz nmol/dk/mg protein
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**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli harfler gruplar
arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)

Sekil 3.7. Stres ve propolis uygulanan siganlarin karaciger (B), bobrek (A)
dokular1 nda katalaz (KAT) dlzeyleri tzerine etkisi (Ortalama+SD)
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A) Bobrek ACTH (ng/ml)
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**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli harfler
gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)

Sekil 3.8. Stres ve propolis uygulanan siganlarda bobrek (A) dokulari ve
serumda (B) adenokortikotropik hormon dizeylerinin  (zerine etkisi
(OrtalamaxSD)
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**Degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir ve siitunlardaki farkli harfler
gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterilmektedir (p <0.05)

Sekil 3.9. Stres ve propolis uygulanan si¢anlarda bobrek dokulart (A) ve
serumda (B) kortizol hormonu duizeylerinin tizerine etkisi (OrtalamatSD)
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4. TARTISMA

Bu caligmada kronik oOngoriillemeyen hafif stres uygulanarak depresyon modeli
olusturulan sicanlarda kronik propolis uygulamasinin Wistar albino erkek sicanlarda
antioksidan sistem iizeine degisiklikler ile baz1 metabolik ve hormonaldegerlerinde

ortaya ¢ikan degisimler incelenmistir.

Doku ve hiicrelerimizde ¢esitli fiziksel ya da kimyasal etmenler dolayi olusan
oksidanlar (lipit peroksidasyonu ve serbest radikaller) ve bunlara Kkarsin
organizmanin savunma sistemi olan antioksidanlar arasindaki dengenin korunmasi
doku ve hiicrelerimizin biitiinliigiinii korumasi i¢in 6nemlidir. Bu amacla toplum
cesitli antioksidan igerikleri yliksek gidalar1 ve vitaminleri diyet olarak yaygin bir
sekilde kullanmaktadir. Antioksidan kapasitesi ve vitamin E bakimindan zengin
oldugu bilinen propolis, halk arasinda antiviral, antimikrobial 6zelliklerinden dolay1
cesitli gidalar ile birlestirilerek tiiketilmektedir [74,75,76]. Bu c¢alismada kronik
ongoriilemeyen hafif stres uygulanarak depresyon modeli olusturulan sicanlarda
kronik propolis uygulamasinin antioksidan ve hormonal etkileri arastirildi.Klinik,
deneysel ve epidemiyolojik ¢calismalar, depresyon ve stresin serbest radikallerin lipit
peroksidasyonu ve peroksidasyon {riinleri ile cesitli hasarlara neden oldugu

gosterilmistir [77,77,80].

Major depresyon diinya populasyonunun %10 gibi biiyiik bir diliminde rastlanilan,
yaygin, siddetli seyreden, tekrar edebilen, bireyi gii¢siiz veya zayif hissettiren ve
hayati tehdit edici potansiyeli olan psikiyatrik bir hastaliktir [11,12]. Depresyonun
prevalansinin pek ¢ok otoimmiin ve/veya kronik inflamatuvar hastalik varligi da
tetikledigi bilinmektedir. Giinlin biiylik bolimiinde diisiik ruh hali, gilinliik
aktivitelerden keyif alamama durumu, kilo kaybi1 veya artisi, uyku diizensizlikleri,
ajitasyon veya uyusukluk, yorgunluk, degersizlik veya acizlik hissi, diigtinme veya
hafizada bozukluklar, tekrar eden kisinin kendisine zarar verme ve Oliim diisiincesi
gibi ciddi etkileri olan psikiyatrik bir hastaliktir [30,32,36]. Olusturdugu yan etkilerin
yanindahiicre i¢i homeostazi bozma ve serbest radikallerin artmasindan dolay1

oksidatif hasara, HPA ekseni {izerindeki uyartilarin artmasit sonucunda bu 6nemli
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merkezin hormonal salgilart arttirmasina ve gilinlik fonksiyonlarinin bozulmasina

neden oldugu da belirtilmistir [54,55,56].

Oksidatif stres; metabolik prosesler sonucunda acia c¢ikan serbest radikallerin
miktarinin artmasina bagl olarak antioksidan sistemlerin yetersiz kalmasi ile olusur.
Oksidan-Antioksidan dengenin bozulmasinin bastakanser, karaciger, bobrek, goz ve
cesitli kas hastaliklarina yol agtigida bildirilmistir [49,50]. Serbest radikallerin
doymamis yag asitlerine saldiris1 sirasinda iiretilen aldehitlerden biri de MDA dur.
TBARS ile girdigi reaksiyon sonucu verdigi renk ile varligi saptanir. Dokularda
olusan stiperoksit radikali (O2), SOD enzimi tarafindan hemen H>O, ve oksijene
dondstiirtiliir. Diger antioksidan enzimler olan KAT ve GSH-Px H>O2’nin suya ve
oksijene doniistimiinii saglar. Hiicrelerde temel strateji SOD, CAT, GSH-PX,
kullanilarak Oz ve H>07’i detoksifiye etmek ve daha toksik tiriinlerin olusumunu
onlemektir. Beyinde 6nemli bir radikal kaynagi da nitrik oksit aracilifi ile agiga
cikmaktadir. NO normalde toksik olmayip iskemi sirasinda nitrik asit, reperfiizfon

sirasinda hidroksil radikali benzeri reaktif iirinlerin olusumuna neden olur [92,93].

Son yillarda alternatif tedavi seceneklerinin popiilerliginin de artmasiyla birlikte,
dogal antioksidan igerikli gidalarin tiiketiminin, giderek artan bir ilgi ile kullanildig:
ve bu alanda bir ticaret dongiisiiniin olustugu yadsimmamaz bir gercektir. Bu alanda
kullanilan tiim materyaller tibbi tedaviye (antidepresan) karsit veya destekleyici
amag guder.Propolis, belirtilen bu dogal trtinlerdenbiri olup, biyolojik yonden aktif
olan birgok bilesigi icerisinde barmdig bir dogal trtindur. Ozellikle de flavonoidler,
aromatik asitler ve bunlarin esterlerinden olusan fenolik bilesikler propolisin
biyolojik olarak en aktif ve dnemli bilesenlerini olustururlar. Bunlarin yanisira alkol,
eter, keton gibi farkli etkiye sahip birgok bilesikte propolis kompozisyonu igerisinde
yer alir [76,78]. Pek cok alanda, tedavi edici etkiye sahip oldugu bildirilmistir.
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmispropolisin ana bilesenlerininnaringenin,
galangin, krisin, pinobaksin, kuarsetin gibi flavonoidler ve kafeik asit ve esterleri
gibi fenolik asitlerden olustugu tespit edilmistir. Propolis, antiviral, antifungal,
antiinflamatuar vb. etkilerinden dolay1 halk arasinda serbest olarak farkli formlarda
tiketilmektedir [81,82]. Calismamizda propolisin borek, karaciger ve HPA
ekseninde olusturdugu gerek oksidan-antioksidan dengeyi antioksidanlar lehine
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diizelttigini,gerekse HPA ekseninin diizene girmesine ve kortizol hormon saliminin

da kontrol edilmesindeyardime bir farmakolojik ajanoldugunu gostermis olduk.

Literatiirdeki benzer ¢alismalardan yola ¢ikarak;Hosnuter ve ark., propolisin 6nemli
bir bilesigi olan CAPE uygulamasi ile MDA degerlerinde kontrol grubuna oranla
onemli diisiis tespit etmislerdir [92].Zhang ve arkadaslar1 bir diger ¢alismalarinda
KOHS ile depresyon modeli olusturulmus farelere, oksidatif stresi hedef alan
hidrojence zengin su tedavisi uygulamislardir. 4 haftalik hidrojenli su ile beslenen
farelerin hipokamplis ve kortekslerindeki IL-1B seviyelerinde belirgin azalma,
hipokampus ve prefrontal kortekslerinde kaspaz-1 ve IL-1B’nin asir1 ekspresyonunun
da azaldigin bildirmislerdir [91]. Ates ve ark. ise propolisinhepatik hasar derecesini
azalttigin1 ve antioksidan enzimi diizenleyici etkiler gosterdigini bildirerek bu
molekille lipit peroksidasyonunun vinhibisyonunu géstermistir [77].Calismamizda
yapmis oldugumuz MDA dizey incelenmesi literatir ile tam paralellik
gostermemekle beraber Hosnuter ve ark.’nin bulgularinda ciddi bir disiise
rastlanmamigtir. Ayrica MDA diizeyindeki diisiisiin yalnizca serumda strese oranla
anlaml olarak diismesi ve dokularda MDA diizeylerinin yalnizca KOHS modeli ile
beraberyiikselmesi Zhang ve arkadaslarinin da kullanmis oldugu stres modelinin lipit

peroksidasyonu lzerinde yadsinamaz bir etkisininoldugunu gostermistir.

Hepsen ve ark., propolisin karacigeri koruyucu etkisinin igerdigi antioksidan etkili
maddelere bagli oldugu belirlenmistir. Cebovic ve ark., propolis ekstrakti ile
yaptiklari denemelerinde ozellikle lipid peroksidasyonunu baglatan ajan olarak
bilinen OH: radikalinin propolis etkisi ile cok gucli bir mekanizma ile
engellendigini, bu antioksidan etkinin E ve C vitaminlerinin antioksidan etkilerinden
daha gucli oldugunu saptamislardir [93]. Propolis ve diyabet iligkisinin incelendigi
arastirmalarda seker hastaliginda hiicre membranlarininoksidatif hasara karsi artan
duyarhiliklarinin degisen oranlardaki propolis ile beslenme neticesinde azaldigi,
oksidatif parametrelerde azalmasiyla birlikte antioksidan enzim (GSH-Px, KAT,

SOD gibi) aktivitelerinin ise arttigini ortaya koymustur [66,67].

Seven ve ark., bireylerlerde vitamin C ve propolis uygulamalarinin sicaklik stresine

kars1 gelisen olumsuz etkileri ortadan kaldirdigi, biiylimeyi artirdigi belirlenmistir
[74].
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Kolankaya ve ark., yaptiklari deneysel ¢alismada, Tiirkiye’de bulunan propolisinin
erkek siganlarin karacigerlerinde, alkolle indiiklenmislipid degisimleri iizerine
koruyucu etkisi oldugunu ifade etmislerdir. Bu ¢alismadaki arastirmacilar, propolisin
yapisinda bulunan konsantre flavonoidlerin etkili antioksidan 6zelliklerin olduguna,
ayn1 zamanda serbest radikallerin yok edilmesinde etkili oldugu ve hiicre zarlarinda

lipidperoksidasyonuna karsi da koruyucu etkileri oldugunu ortaya koymustur [90].

Yaptigimiz antioksidan enzim testlerinin (SOD, KAT, GSH-Px) de gosterdigi tizere
oncelikle olusturulan depresyon modelinin serbest radikal salinimini/ olusumunu
arttirdig1 net bir sekilde tayin edilmis olup, uygulanan propolisekstraktiile birlikte
SOD ve GSH-Px degerlerinde ciddi bir diisiis gozlemlenmistir. Ancak KAT
diizeylerinde herhangi bir etkisi bulunamamistir. KAT ve MDA ‘da propolisin
etkisinin bulunamamasi/ diisiik oranda etkilemesinin sebebi olarak lipit sisteminin
olusturdugu SOR’a karsin propolis etken maddelerinin yetersiz kalabilme olasiligi
akla gelsede diger parametrelerdeki tedavi edici giiciin kanitlari ile bu diislincemiz
giderilmemektedir. Neden olarak propolis etken madde miktarinin SOR olusum
hizina yetisememesi gosterilebilir. Her ne kadar bu konu ile ilgili calismalar da MDA
diizeyleri  lizerinde ciddi distisler tespit edilsede bunun sebebinin
propolisekstraktinin farkli yore veya iilkelere ait olmasindan dolayr oldugunu
diisiinmekteyiz. Clinkii, genel bilgilerde de sdyledigimiz ilizere propolis bilesiginin

icerdigi maddemiktart ve dozu farklilik gostermektedir.

Propolis lizerine yapilmis farkli deneysel ¢aligmalarda; selenitin sebep oldugunu
katarak formasyonu ve oksidatif stres {izerine koruyucu etki gosterdigi, oksidatif
stresin neden oldugu retinal hasara karst lipidperoksidasyonuinhibe ederek
noroprotektif etki gosterdigi, karbon tetrakloriiriin neden oldugu oksidatif stresi ve
olusan karaciger hasarin1 Onledigi, in vivo ile saglikli insanlarda yapilan bir
caligmada, oral olarak propolisin verilmesiyle kan antioksidan aktivitesinde artis

oldugu belirtilmistir [77,78].

Literatiirde yer alan calismalar, FRAP ve AOPP icin yetersiz olmakla beraber
propolisin etkileri kullanim1 yayginlastikca daha hizli olarak arastiriimaktadir.
Calismamizda inceledigimiz FRAP ve AOPP diizeylerinin sonuglarina gore

propolisinatioksidan kapasite iizerinde yiliksek bir etkisinin olmadigi ancak
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proteinlerin ileri oksidasyon drunlerini gergek anlamda etkileyerek protein
yapisindaki hasari minimalize ettigi kanisina vardik. FRAP diizeyinde propolisin
tyilestirici etkisi en iyi bobrek dokusunda gozlemlenmekle beraber AOPP iizerinde
gerek stresin gerekse propolisin tedavi edici etkisi tim dokularda ve serumda

g6zlemlendi.

Calismamizi genel olarak degerlendirmek ve 6zetlemek gerekirse; Uygulanan KOHS
modelinde olusan depresyonun icin bobrek dokusuna ait sonuglarda yapilan SOD,
GSH-Px, GSH ve KAT oOlcumlerinde kontrol grubuna gore stresin
oksidanaktivitelerini arttirdig1 ve uygulanan propolis tedavisi ile antioksidan aktivite
gostererek stres+propolis grubunda degerleri kontrol grubuna yakin yani anlamli
olarak azalttig1 saptanmistir. Elde edilen bulgularimiz ile literatiir karsilastirildiginda

birbirine paralel oldugu gozlemlenmektedir.

Caligmamizda yapilan karaciger dokusundaki ¢aligmalarda ise tablo 3.1 ve 3.2° de
actkca gosterildigi gibi KOHS modelinin sonucunda depresyona maruz kalan
farelerde AOPP, GSH-Px seviyelerinde artisa kontrole gore bir artis olup SOD
diizeylerindeki incelemelerde ise depresyonlu farelerin diizeyindeki artigsin propolisli
farelere gore oldugu saptanirken uygulanan propolis tedavisi sonrasinda ise SOD,
AOPP, GSH-Px ve MDA dlzeyleri anlamli olarak diismiistir. MDA’da ise
propolisin herhangi bir iyilestirici etkisi gozlenmemistir. Fakat karaciger dokusunda
yapilan AOPP, FRAP, GSH ve KAT diizeylerinde herhangibir degisim

saptanmamistir.

Ayrica bobrek dokusunda yapilan lipit peroksidasyonu diizeylerinin incelenmesi igin
MDA oOl¢timleri yapilmis olup literatiirde de belirtildigi gibi propolisin lipit
peroksidasyon mekanizmasini inhibe edici Ozellik gosterdigini ispatladik. Stres
grubunda yapilan antioksidan kapasite, AOPP ve MDA o6l¢iimlerinde ise antioksidan
kapasite, AOPP ve MDA diizeyinin anlamli miktarda arttig1 ayrica ilag olarak
uygulanan propolisin stres+propolis grubunda antioksidan kapasite, AOPP ve MDA
diizeyini anlaml olarak azalttig1 goriilmiistiir. Son olarak serum dokusunda yapilan
AOPP ve MDA olgctmlerinde ise stres grubunda anlamli miktarda arttig1 ayrica ilag
olarak uygulanan propolisin stres+propolis grubunda ise AOPP ve MDA dizeyini

anlaml olarak azalttig1 goriilmiustiir.
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Hipotalamik-hipofiz-adrenal eksende bozukluk, hiperkortizolemide uzun yillar akut
major depresyonun biyolojik bir 6zelligi olarak ¢aligilmaktadir [105]. Young ve dig.,
depresyonun, muhtemelen hipokampus diizeyinde kortizolsekresyonunun hizli geri
besleme kontroliinde diizensizlikle birlikte oldugunu gostermistir [106]. Deneysel
sistemlerde yapilan ¢aligmalar, bu disinhibisyonun kronik kortikosteroidmaruziyeti

veya sadece stres ile indiiklenebilecegini diisiindiirmektedir [107,108].

Stres veya depresyonun kortizol fonksiyonunun hipokampal regiilasyonunu bozdugu
kesin mekanizmalar bilinmemektedir ancak son ¢aligmalar nérotoksik doku hasarinin
dahil olma olasiligin1 artirmigtir. Sapolsky ve ark., glukokortikoidlerle tekrar tekrar
enjekte edilen sicanlarin, belki de glutamatnorotoksisitesine karsi artan noronal
savunmasizliga bagli olarak hipokampalnéronal kayip gelistirdigini gostermistir

[107,109,110].

Insanlarda kortikosteroidlerin nérotoksik etkilerine dair kanitlar, Cushing sendromlu
hastalarin plazma kortizol seviyeleri ve hafiza disfonksiyonu ile iligkili segici

hipokampalatrofiye sahip oldugu bulgulariyla da saglanmaktadir [111].

Calismamizda hipotalamik-hipofiz-adrenal ekseninin aktivasyonunun depresyonda
onemli bir rolii yadsinamaz bir ger¢ek oldugunu unutmamakla beraber, KOHS
modelinin HPA ekseninin hiperfonksiyonunu antagonize ederek depresyon uzerinde
etkileri olup olmadigini serum ve bobrek dokusunda test ettik. Tablo 3.5 ve Tablo 3.6
ve 3.7°de gosterildigi gibi, KOHS stres uygulananfarelerde serum ve bobrek
dokusunda KORT ve ACTH seviyelerini normal kontrol farelerinden énemli 6l¢iide
artmistir. Bununla birlikte, propolis ile tedavi, stresli farelerde (stres+ popolis grubu)

KORT ve ACTH seviyesini 6nemli dl¢iide azaltmistir.

Biitiin bu veriler 15131nda, KOHS modelinin karaciger dokusu, bobrek dokusu ve
serumda farkli sonuglar olusturmasi ile birlikte tiim parametrelerde oksidatif bir
hasar olusturdugunu sdylemek miimkiindiir. Bu hasar, oksidanmetabolitlerinin
dokulara ve seruma toksik etki yaparak oksidatif hasara yol agmasi, lipit
peroksidasyonunu arttirmasi beyin HPA eksen fonksiyonlarinin olustugu hormonal

yanitlar gibi etkilerinden ileri gelmektedir.
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Propolis oksidatif hasara yol agan metabolitleriinaktive edici etkiye sahip olmasinin
yani sira lipit peroksidasyonunu polimer zincir reaksiyonu kirarak onler. Bundan
dolay1 depresyonun beyin ve diger dokularda olusturdugu hasarlara karsi propolisin

koruyucu 6zellik gosterdigini diisiinmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz c¢alismada; dogal koruyucu ajan olarak kullandigimiz propolisin igeriginde
bulunan flavonoid turevlerinin ve fenolik asitlerin oksidatif stresin giderilmesinde c¢ok
onemli islevleri bulundugu, propolis ekstresinin epilepsi modelinde oksidatif stresi

azalttig1 ve koruyucu etki gosterdigi belirlendi.

Depresyon metabolizasyonu sonucunda agiga cikan asetaldehit ve reaktif oksijen tiirleri
beyindeki HPA eksen, karaciger, bobrek ve serum dokularindaki antioksidan
mekanizmalart baskilayarak, doymamis yag asitlerine etki edip lipit peroksidasyonunu
arttirarak oksidatif hasara neden olmaktadir. Propolisin, SOD ve GSH-Px enzim
aktivitelerini kontrole gore arttirmast TBARS diizeyini azaltmasi bakimindan

antioksidan 6zellik gostermektedir.

Propolisin daha farkli miktarlar1 ve farkli ekstraksiyon yontemleri (etanol, su vb.)
kullanilarak elde edilen propolis orneklerinin denenmesi ile yapilacak c¢alismalardan

alinabilecek farkli sonuglarin pratikte yararli olabilecegi sonucuna varildi.

Calismadan elde edilen neticelerin degisik acilardan degerlendirilip, biyosistem
tizerindeki sinir sistemini etkileyen ve psikolojik hastaliklarda uygulanabilirligi
hususunda arastirmalara 1s1k tutacagi kanaatindeyiz. Farkli floraya ait apiterapik
iriinlerin (bal, polen ve propolis Orneklerinin) sinir sisteminin degisik hastaliklarinin

tedavisi lizerine etkilerinin arastirilmasi yararl olacaktir.

Son olarak yapilan ¢alismanin sonucunda; Giiniimiizde yaygin bir sorun olan depresyon
ve stres tedavisinde ve depresyonun olusturdugu hasarlar1 tersine ¢evirmesi agisindan
propolis 6nemli bir etkiye sahip olabilir. Bu nedenle depresyonun olusturdugu hasarlara

kars1 propolisin tedavide kullanimina yonelik arastirmalar yapilmasi 6nerilmektedir.
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