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OZET

Propolis, cesitli biyolojik ve farmakolojik 0Ozelliklerinden dolayr son yillarda
arastirmacilarin ilgisini ¢eken bir ar drlniidir. Lipopolisakkarit (LPS), Gram negatif
bakterilerin dis membran komponenti olup, inflamatuar sitokinlerin asir1 iiretimine yol agarak
septik sok ve cesitli inflamatuar hastaliklarin patogenezinde 6énemli rol oynar. Bu ¢alismada
Kayseri ve cevresinden toplanan propolis’in etanolik ekstraktinin, LPS ile uyarilmis
makrofajlarda  pro-inflamatuar ~sitokinlerin  iiretimi {izerine etkisinin arastirilmasi
amaglanmaistir.

In vitro olarak, fetal bovin serum (%10) ve penisilin-streptomisin (%2) ilaveli RPMI-
1640 besiyerinde uretilen U937 insan makrofaj htcreleri, kontrol, LPS uygulanan ve
propolis+LPS uygulanan hicreler olmak {izere ti¢ gruba ayrildi. Hiicrelerin 37°C ve %5
CO.’li atmosferde inkiibasyonu sonunda, hiicre stipernatantlarinda interlokin (IL)-1p, IL-6 ve
timor nekrozis faktér (TNF)-a diizeyleri ELISA ile 6lgiildii.

LPS uygulanan hucre grubunda, IL-1pB, IL-6 ve TNF-a diizeylerinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanirken, LPS ve propolis uygulanan hiicre grubunda -
yalniz LPS uygulanan hiicre grubuna gore- her ug¢ sitokin diuzeyinde de anlamli bir azalma
oldugu tespit edildi (p<0.05).

Propolis, pro-inflamatuar  sitokinlerin  baskilanmas:  gerektigi ~ durumlarda

kullanilabilecek bir ajan olarak incelenmesi gereken dogal bir tirtindiir.

Anahtar kelimeler: Lipopolisakkarit, makrofaj, pro-inflamatuar sitokin, propolis



ABSTRACT

Propolis, a bee-product, has attracted researchers’ interest in recent years because of
several biological and pharmacological properties. Lipopolysaccharide (LPS) is a component
of the outer membrane of Gram-negative bacteria and has an important role in the
pathogenesis of septic shock and several inflammatory diseases by causing excessive release
of inflammatory cytokines. The aim of this study was to investigate the effects of ethanol
extract of propolis collected in Kayseri and its surroundings on production of pro-

inflammatory cytokines in LPS-stimulated macrophages.

In vitro, U937 human macrophage cells were grown in RPMI-1640 medium sup-
plemented with fetal bovine serum (10%) and penicillin-streptomycin (2%) and divided into:
control, LPS treated, and propolis+LPS treated cell groups. After incubation in an atmosphere
of 5% CO2 and at 37°C of cells, interleukin (IL)-1pB, IL-6 and tumor necrosis factor (TNF)-a

levels were measured in cell-free supernatants by ELISA.

IL-1B, IL-6 and TNF-a levels increased in LPS treated cell group according to control,
statistically significant. Each cytokine levels significantly decreased in LPS and propolis
treated cell group according to only LPS treated cell group (p<0.05).

Propolis is a natural product to be examined for usage when needed the suppression of

pro-inflammatory cytokines.

Key words: Lipopolysaccharide, macrophage, pro-inflammatory cytokine, propolis



1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Dogal iirlinler, insanlar arasinda binlerce yildir birgok hastalifin tedavisinde
kullanilagelmistir. Bu dogal {iriinler arasinda 6nemli yere sahip propolis, bal arilar1 tarafindan
farkli bitki kaynaklarindan toplanan ve mumla karistirilarak kovan igerisinde bir¢ok amaca
yonelik olarak kullanilan bir ar1 {iriniidir. Propolisin igerigi, mevsimsel kosullar, toplandigi
cografya, arilarin cinsi gibi kosullardan etkilense de, tiim ar1 kovanlarinda ayn1 amaclarla
kullanilmaktadir. Buradan yola c¢ikilarak insanlar propolisi Oncelikle, arilarin kullanim
amaclarina benzer ihtiyaglarla kullanmaya calismig, zamanla propolisin sahip oldugu zengin
bilesik igeriginin spesifik etkilerinin arastirilmasina yonelmislerdir. Giliniimiizde propolisin
antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antitimaral, antiinflamatuar ve immunmoddlator gibi

biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilimsel ¢alismalarla gosterilmistir (1,2).

Immiin sistem, viicuda saldiran yabanci maddeleri taniyabilen ve yikima ugratan bir
koruma mekanizmasi olup, bugiin bir¢ok hastaligin tedavisinde immiin sistemin baskilanmasi
ya da aktive edilmesi yoluyla modiile edilmesi gerekmektedir. Immin sistemin
diizenlenmesinin; son yillarda stres, ultraviole 1sinlara maruziyet, uykusuzluk, organ nakilleri
ve kanser vakalarindaki artis gibi faktorlere bagli olarak artan énemi ve kimyasal ilaglarin
olumsuz oOzelliklerinin belirgin bir bi¢imde ortaya c¢ikmasi, bu konuda dogal kaynaklara
yonelimin hizlanmasina neden olmustur. Son yillarda propolis, immiin sistem {izerine etkileri

arastirtlmaya baslanan 6nemli bir kaynaktir (1).

Makrofajlar, konak savunma mekanizmalarini igeren dogal ve kazanilmis bagisik yanitta
onemli role sahip hiicrelerdir. Fagositoz, enzim ve sitokin salinimi, serbest radikallerin
olusumu gibi fonksiyonlara sahip bu hiicreler, konagin mikroorganizmalarla mucadelesinde
vazgecilmez yere sahiptir. Ancak makrofajlarin fazla aktivasyonu, TNF-a, IL-18 ve IL-6 gibi
pro-inflamatuar sitokinlerin fazla tretimi nedeniyle, hiicrelerde hasara ve inflamatuar barsak

hastaliklar1 ve romatoid artrit gibi inflamatuar hastaliklara yol agar (3).

Propolis’in makrofajlar1 aktive ederek nonspesifik bagisiklik sistemi {izerinde diizenleyici
rol oynadigi bilinmektedir (1). Propolis’in, toplandig1 bitkiye, cografik bolgeye, mevsime ve
toplayan ar1 tiiriine bagl olarak kimyasal bilesimi ve buna bagl olarak biyolojik aktivitesi
degismektedir. Bu c¢alismada, Kayseri ve ¢evresinden toplanan propolis’in etanolik
ekstraktinin, Gram negatif bakterilerin dis membran komponenti olan lipopolisakkarit (LPS)
ile uyarilmig makrofajlarda pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimi lizerine etkisinin arastirilmasi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Propolis Hakkinda Genel Bilgiler

Propolis, arilar tarafindan gesitli bitkilerden toplanan ve arilarin enzimleriyle islenen
recinemsi bir kovan iirliniidiir. Rengi yesil, kirmizi ve koyu kahverengi tonlarinda degisebilir.
Karakteristik bir kokusu vardir ve derideki protein ve yaglarla etkilestiginden yapiskan 6zellik
gosterir. Genel olarak dogal propolis % 30 balmumu, % 50 regine ve bitkisel balsam, % 10

esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 protein ve diger bazi bilesikler icerir (4).

Propolis  toplama islemi is¢i bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan
gerceklestirilmektedir (Resim 2.1). Propolis seferine ¢ikan ari, dnce mandibulalar ile
propolisi bitkiden ¢ekerek koparir. Agzinda nemlendirip yumusatarak ve bazi enzimler
ekleyerek pellet haline getirir ve pelleti 6n bacaklarmi kullanarak arka bacaklarindaki polen
sepetine aktarir. Propolis yliklii olarak kovana gelen is¢i ar1 ayaklarini kullanarak sikica petege
tutunurken; kovandaki diger is¢i arilar mandibulalariyla asilarak propolisi tastyict arinin polen
sepetinden alirlar. Propolisi kovanda dip tahtasi, ¢erceve kenarlar1 ve giris deligi arkasinda

biriktirerek kullanirlar (4).

Arilar propolisi peteklerdeki ince kisimlara ya da yasadiklari yerdeki oyuklara
eklemektedirler. Propolisi delik ve yirtiklar1 kapatmak, petekleri onarmak, peteklerin zayif
kisimlarin1 kalinlagtirmak, kovana hava deligi yapmak ya da kovan defansina yardimci olmak
amaciyla kullanilirlar. Kovanda propolisi, balmumuna karistirarak larva yuvalarmin
cilalanmasi ve steril edilmesi amaciyla da kullanirlar. Ayrica yavru yetistirme doneminde
yarik ve c¢atlaklardan suyun buharlasip kaybolmasi engellenmekte, bdylece kovan ici gerekli
olan nem korunmus olmaktadir (5). Propolisi, kovan i¢inde dldiirdiikleri ancak kovan disina
tastyamadiklart organizmalarin mumyalanmasinda da kullanirlar. Arilar propolisin hem
mekanik hem biyolojik aktivitesinden faydalanir. Propolis mumyalanmis isgalcilerin
bozulmasini engeller ve buna bagli olarak atmosfere oranla mumyalarda daha az bakteri {irer
(6). Propolisin mikroorganizmalar {izerine olan bu 6zel etkisinden otiirii insanlar tarafindan

antik caglardan beri farmasotikal igerik olarak kullanilmistir.



Resim 2.1. Bal aris1 Apis mellifera

2.2. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis 10°C altinda sert ve kirilgan olup, derin dondurucuya kondugu zaman hemen
katilasir. Istenirse bir ogiitiicii yardimiyla toz haline getirilebilir. Propolis, 15-25°C arasinda
mum kivaminda elastik bir yap1 gostermektedir; 30-40°C arasinda ise yumusayip yapiskan bir
durum almakta ve bu durum yaz aylarinda aricinin ¢alismasini gii¢lestirmektedir. 80°C’de
kismen erir. Kovandan alindig1 zaman yapiskan ve kendine 6zgu bir kokusu olan propolisin
rengi; bitki tilirline, kaynagina, yasmma bagli olarak saridan koyu kahverengiye kadar
degismektedir. Propolisin rengi, kokusu ve tibbi karakteri bitkiye, bdlgeye, mevsime ve

koloniye bagli olarak degisir. Seffaf propolisin varlig1 da kaydedilmistir (Resim 2.2) (7).

Resim 2.2. Kovan iginden propolis 6rnegi



2.3. Propolisin Kimyasal Icerigi

Propolis, farkli kimyasal 6zellikte bilesikler ve mineral maddeler igeren, oldukga
karmasik bir yapiya sahiptir. Kimyasal bilesimi; topladigi bitkiye, bolgeye, mevsime ve
koloniye bagli olarak degisir. Bununla birlikte, ortalama % 50 recine, % 30 mum, % 10

esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen, % 5 diger maddeler ve organik kalintilardan ibarettir
(8).

Propolis suda ve hidrokarbon ¢6zucllerde az, alkollerde ise oldukca fazla ¢ozinurlik
gostermektedir. Etanol disinda eter, glikol, metanol, yag gibi c¢oziiciilerde de
cOziinebilmektedir. Etanol disinda c¢oziiciiler kullanildiginda propolisden izole edilecek
maddelerin farklilagtig1 ve bir¢ok bilesenin izole edilemeyecegi goriilmiistiir. Bundan dolay:

propolis i¢in en ¢ok kullanilan ¢6ziicii % 96’lik etanoldiir (9).

Propolis ekstraksiyon metodlari propolisin etkisini degistirebilir. Ciinkii degisik
coziiciilerdeki ¢Oziliniirliigli ve ekstre olmus kisimlar1 ¢oziiciiye gore farklilik gosterecektir.
Biyolojik ¢alismalarda en ¢ok kullanilan ¢oziiciilerdeki etanol ve farkli konsantrasyonlardaki
su ve metanol karigimlaridir. Propolisin kimyasal icerigi ¢cok komplekstir, simdiye kadar
300°den fazla kimyasal madde teshis edilmistir ve propolisin alindig1 bitki ve floraya bagl
olarak bu igerik farklilik gostermektedir. Propolis icerigindeki bu degisimden dolayr medikal

kullanimda ve standardizasyonunda problemler yagsanmaktadir (10).

Arastirmalar flavonoidlerin, tropikal bolgedeki ve Avrupa’daki propolis drneklerinde,
bitkisel kaynaklar1 farkli olmasima ragmen ortak propolis bilesenleri oldugunu ortaya
koymustur (11). Tropikal bolgelerden elde edilen propolisde bitkisel kaynagi halen
aydinlatilamamus bir seri lignan analiz edilmistir. Kanarya adalarindan toplanan propolisde ise
13 ¢esit furofuran ¢esidi lignan bulunmustur ve bunlarin ¢ogu halen tam olarak analiz
edilememistir (12). Brezilya ve Misir’dan toplanmis propolisde bazi triterpenik alkollere
rastlanmistir (13). Ayrica ugucu bilesikler, sekerler, hidrokarbonlar, minerallere de cesitli

propolis 6rneklerinde rastlanmistir (14).

2.4. Propolisin Insanlar Tarafindan Kullanilmas

Propolis yeni bir kesif degildir. Propolis kullanimi milattan 6ncelere (MO 300)
dayanmaktadir. O zamanlarda diinyanin birgok yerinde dahilen ve haricen ila¢ olarak

kullanilmistir. Propolis Misirlilar tarafindan Gliillerin mumyalanmasinda kullanilmigtir (15).
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Misirlilar, Yunanlilar ve Romalilar, propolisin genel iyilesme siirecine olumlu katkisini ve
deri lezyonlar1 tedavisi hakkinda faydalarini rapor etmislerdir. Propolis her zaman anti-
inflamatuar ajan olarak kabul edilmis ve yara ve iilserlerin tedavisinde kullanilmistir.
Giliniimiizde propolis ilaglarda, kisisel {irlinlerde ve birgok preperatta kullanilmaktadir (Resim
2.3). Bilim adamlar1 ancak son yillarda igerigine ve biyolojik etkilerine yonelik ¢aligmalar

yapmaya baslamigtir (16).

PRODUCT OF NEW ZEAL"

60 Soft Gal Capsules
FOOD SUPPLEMENT

Resim 2.3. Propolisin preperat drnekleri

Propolis kremlerinin, iyilesme stiresini kisalttigi ve aci hissini azalttigr rapor
edilmistir. Bunlarin yaninda propolisin genel olarak merhemlere antibakteriyel etkilerini
arttirmak amaciyla katildigi bilinmektedir. Propolisin dis ¢iirliklerinde, dis agrilarinda ve dis
iltihablarinda da kullanildigina dair pek c¢ok caligma mevcuttur. Propolisin agiz yikama
preperatlarinin igine katilarak veya dis macunu olarak kullanilarak, agiz iltihablarinin ve dis
hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi kaydedilmektedir. Propolis ayrica dis aralarim

temizlemeye yarayan mumlu ipliklerin yapiminda da kullanilmaktadir (17, 18).

Ucuk ve gribe neden olan viriislere karsi basta kafeik asit olmak iizere propolisin
igerdigi bazi bilesiklerin etkili oldugu yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (19). Sit ile propolis
preperati alan astim hastalarinda 6nemli Ol¢lide iyilesme goriilmiis ve astim ndbetlerinde

hafifleme gozlenmistir (17, 18).

Glinlimiizde propolis ekstresinin kan basincini diisiirdiigii, sakinlestirici etki yarattigi

ve serum glikoz olusumuna olumlu etkiler sagladigi bildirilmistir. Propolisde bulunan
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dihidroflavanoidlerin kilcal damarlar1 kuvvetlendirdigi ve antihiperlipidemik aktivite

olusturdugu da belirlenmistir (20).

Propolisin bagisiklik sistemi hiicrelerini aktive ettigi de bilinmektedir. Propolis, basta

cilt kanseri olmak tiizere gesitli kanser tedavisinde de denenmektedir (17).

2.5. Propolisin immiin Sistem Uzerine Etkileri
2.5.1. Propolisin Makrofajlar Uzerine Etkileri

1990’lara kadar immiinmodiilator sistem hakkinda ¢ok az sey bilinirken, son 10 yilda
bu arastirma sahasinda bir¢cok calisma yapilmis ve bir¢cok yeni bilgilere ulasilmistir. Son
yillarda propolis, immiin sistem iizerine etkileri arastirllmaya baslanan 6nemli bir dogal

kaynaktir (21).

Yapilan ¢aligmalarda propolisin, kompleman sistemini dogrudan ya da makrofajlardan
sitokin salmimmi yoluyla etkiledigi rapor edilmistir. In vitro deneylerde propolisin sulu
ekstraktinin (63-1000 pg/ml) kompleman sisteminin klasik ve alternatif yolaklarini inhibe
ettigi gosterilmis, propolisin icerigindeki flavonoidler ve fenolik bilesiklerin en énemli anti-

kompleman (anti-C3) etkili bilesikler oldugu bildirilmistir (22).

Propolis etken maddelerinden 6zellikle kaffeoligunic asitin, makrofajlarin hareket ve
yayitlimini arttirdigt tespit edilmistir. Boylece makrofajlarin etkinligini arttirdig bildirilmistir
(23).

Propolisin makrofaj aktivasyonuna etkilerinin incelendigi in vitro c¢aligmalarda, bu
hlcrelerde H,O, olusumunun arttig1, boylece fagosite edilen mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi
yoniinde pozitif etkilerinin oldugu bildirilmektedir (24). Bu amagla yapilan bir calismada
propolis, in vitro ortamda 5, 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarda makrofaj hicrelerine
uygulanmis ve H202 salinimini arttirdigi gosterilmistir. Propolisin sinnamik asit bilesiminin,
peritoneal makrofajlarda H202 iiretimini inhibe ettigi, kafeik asit bilesiminin ise bu Uretimi
indiikledigi gosterilmistir. Ayrica flavonlarin, protein kinaz C fosforilasyonu mekanizmasiyla
luminole bagli kemoluminesken miirin makrofajlar1 inhibe ettigi gosterilmistir. Tavsan
nétrofilleri tizerinde yapilan bir ¢alismada propolisin ve bazi bilesimlerinin, bu hiicrelerde
stiperoksid anyonu tiretimi iizerine inhibitor etki gosterdigi belirtilmistir. Ancak propolisin,
makrofajlar tarafindan serbest radikallerin iiretimi konusundaki etkileri hala netlesmemistir

(25).
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Makrofaj aktivasyonunun bir belirteci de L-arginin tarafindan nitrik oksidin (NO)
sentezlenmesidir. Nitrik oksit, DNA sentezini engeller, enerji iiretimini baskilar, bakteri ve
mantar membranlarinda aktif transportu engelleyerek mikrobisidal etki gosterir. Ayrica NO
onemli bir norotransmittter, vazodilatator ve hiicre yenileyici medyatordir (26). Orsi ve
arkadaslari, propolis ile tedavi edilen farelerde IFN-y ile uyarilan peritoneal makrofajlardan
H,0, ve NO iiretiminin arttigini gostermislerdir (24). Yapilan farkli ¢aligsmalarda ise, propolis
maruziyeti altindaki makrofajlarda NO {iretiminin baskilandigi gosterilmistir (27, 28). NO,
makrofajlarin mikrobisidal mekanizmalarinda 6nemli role sahip bir molekiildiir. Ancak devam
eden salinimi konakta doku hasarina neden olacagindan propolisin NO tizerindeki inhibitor
rolii 6nemli olabilir. Ansorge ve arkadaglari, propolis ile inkiibasyondan sonra periferal
monositler ve T hiicre siipernatanlarinda TGF-1 konsantrasyonunun arttigini bildirmislerdir.
TGF-B1, NOS;, (nitrik oksit sentaz) ekspresyonunun guclu bir baskilayicisi oldugundan,
propolisin NO {iretimindeki inhibisyonunu bu sekilde agiklamiglardir (29). Bir diger
calismada propolisin, nitrik oksit sentaz geni ekspresyonunu inhibe ederek NO {iretimini

baskiladig1 agiklanmustir (30).

Moriyasu ve arkadaslari, propolisin lipopolisakkarit ile uyarilan makrofajlardan NO
iiretimini inhibe ettigini, Krol ve arkadaslar1 bu etkinin flavonoidlere bagli oldugunu
gostermislerdir. Hu ve arkadaslar1 da, propolisin su ve etanoldeki ¢dzeltisinin miirin modelli

akut inflamasyonda NO iiretimini inhibe ettigini bildirmislerdir (1).

Propolisin BALB/c farelerde makrofajlar tizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada,
farelere 200 mg/kg propolis uygulanmis ve bu farelerin peritoneal makrofajlarindan kontrole
gore daha ¢ok H202 dretildigi ve NO {iretiminin inhibe oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmada
farelerin timus, kemik iligi, dalak ve adrenal bezleri histopatolojik olarak incelenmis, stres
altindaki farelerin timusunda, kemik iliginde ve adrenal bezlerinde bir degisiklik
gorilmezken, dalaktaki germinal merkezlerde biiylime oldugu tespit edilmis ancak propolis

uygulanan farelerde dalaktaki bu degisimin olmadigi bildirilmistir (1).

Yapilan baz1 ¢alismalarda, propolisin bitkisel kaynaklarin1 ve propolisin biyolojik
aktivitelerini g6z 6nunde bulundurarak tedavi amagli dogrudan kullanmanin hata olacagi
vurgulanmigtir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada, propolisin 3 ana kaynagi (Araucaria,
Baccharis, Eucalyptus) ele alinmis, bu bitkilerin H202 ve NO metabolizmasina bir etki

gostermedigi ortaya konmustur. Bu ¢alismada propolisin etkisinin toplandig: bitkilere gore
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degistigi ancak bu bitkilerden izole edilen bilesiklerin tek basina propolisle ayni etkiyi
gostermedigi kanitlanmistir (31).

Propolisin, makrofajlarin mikrobisidal aktivitesi {izerine olan etkisini artirmak igin
yapilan ¢aligmalar da vardir. Bu konuda Bulgaristan ve Brezilya propolisinin karsilastirildig:
bir ¢aligmada, makrofojlarin propolis varliginda dimorfik bir mantar olan Paracoccidioides
brasiliensis zerindeki fungusit etkisi incelenmistir. Bu mantar, Latin Amerika’da en ¢ok
gorlilen sistemik mikoz etkeni olup, konak¢inin savunmasinda hiicresel bagisikligin biiyiik
rolii oldugu bilinmektedir. Bu nedenle planlanan bu ¢alismada, P. brasiliensis ile enfeksiyon
olusturulan farelere propolis verildiginde her iki propolis 6rneginin de makrofajlarin

fungisidal aktivitesini arttirdig1 rapor edilmistir (32, 33).

Orsi ve arkadaglar1 ise makrofajlar icinde yasama ve cogalma yeteneginde olan
Salmonella typhimurium bakterisine karsi propolisin, makrofajlarin, oksijen ve nitrojen ara
tirtinlerin olusumuna bagli olarak bakterisidal aktivitesini arttirdigini gostermislerdir (34).
Brezilya ve Bulgaristan propolisinin de makrofajlarin S. typhimurium’a karsi gostermis
oldugu bakterisid aktiviteyi konsantrasyona bagli olarak arttirdigr (3, 10 , 30 ve 100 pg/
100ul) gosterilmis ve propolis orneklerinin farkli cografyalardan alinmis olmasina ragmen

etkilerinde bir farklilik gézlenmedigi bildirilmistir (1).

Arastirmacilar %10’luk propolisin 3 giin boyunca uygulanmasi sonucu, miirin
lenfomasina kars1 dogal 6ldiiriicti hiicrelerin sitotoksik aktivitesinin arttigin1 gostermislerdir.
Bunun sonucunda propolisin kisa siireli uygulanmasinin immiin sistemi olumlu etkileyecegini
kaydetmislerdir. Dogal 6ldiiriicti hiicreler, IFN-a, IFN-f, TNF-a, TGF-B1, IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-21, IL-23 gibi sitokinlerin etkisi altindadir. Ancak propolisin bu

mekanizmayi nasil aktive ettigi hala sirrin1 korumaktadir (1).

2.5.2. Propolisin Lenfositlere ve Antikor Uretimine Etkileri

Propolisin concanavalin A (Con A) tarafindan indiiklenen lenfositlerin poliklonal
aktivasyonu iizerine etkisinin incelendigi bir calismada, propolisin Con A varliginda ve
yoklugunda splenosit proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir. Ayni hiicrelerin  kiltir
stipernatanlarinda IFN-y tiretiminin ise arttig1 gézlenmis ve bu sonuglarin, propolisin spesifik
ve nonspesifik immiin yanit iizerine immiinmodiilator etkilerinin anlagilmasinda 6nemli

oldugu rapor edilmistir (35).
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Propolisin immdin sistem (zerine etkilerinin arastirildig: bir bagka ¢alismada, periferal
mononiikleer kan hiicrelerinde ve T hiicrelerinde fitohemagliitinin ile indiiklenmis DNA
sentezini doza bagli olarak baskiladig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda makrofajlardan IL-1beta,
IL-12, Th-1 hicrelerinden IL-2 ve Th-2 hicrelerinden IL-4 iretimini baskiladigi, ancak T
regilatuar hiicrelerden TGF-betal {iretimini arttirdigi bildirilmistir. Bu etkilerden propolisin,
kafeik asit fenil ester, quersetin flavonoidi ve herperidin gibi bilesenlerinin sorumlu oldugu
ortaya konmustur. Bu sonuglarla arastirmacilar, propolisin immiin sistem hiicrelerinin temel
fonksiyonlar iizerinde diizenleyici rolii oldugunu ve giiclii bir dogal anti-inflamatuar ilag

olarak kabul edilmesi gerektigini vurgulamislardir (29).

Dantas ve arkadaslari, Bulgar propolisinin etanolik ekstraktini (25-100 mg/kg) T. cruzi
ile infekte edilmis Swiss farelerine oral yoldan uygulamislar, parazitemide azalma gozlerken
hepatik ya da renal toksik etkiye rastlamadiklarini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda bu farelerin
periferik kaninda, CDS8(+) diizeyinde artma, CD4(+)CD69(+), CDS8(+)CD69(+),
CD4(+)CD44(+) ve CDS8(+)CD44(+) diizeylerindeki infeksiyona bagli olusan artista
baskilanma oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle propolisin T hiicre regiilasyonuyla immiin

yanita etki ettigi vurgulanmistir (36).

Propolisin adjuvan kapasitesini incelemek amaciyla, farelerde inaktif Suid herpesviriis
tip-1 (SuHV-1) asisina ilave edilerek kullanilmigtir. Calismada farelere SuHV-1 asisi,
adjuvan olarak alliminyum hidroksit ve propolis ekstrakti (5Smg/doz) eklenerek uygulanmus,
propolisin eklendigi asinin, propolisin veya asinin tek basina verilmesine gore daha yiiksek

antikor cevabina sebep oldugu bildirilmistir (37).

Propolisin adjuvan kullanimi, inaktive edilmis Aeromonas hydrophila asisinin sazan
baliklar1 iizerinde denendigi bir ¢alismada da degerlendirilmistir. Propolisin adjuvan olarak
kullanildigi asmin uygulandigi baliklarda, A. hydrophila’ya karsi fagositik aktivitenin ve

serum antikorlarinin kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu gosterilmistir (1).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMADA KULLANILAN TAMPON, SOLUSYON VE BESIYERLERI

3.1.1. Phosphate Buffer Saline (PBS) tamponu

Asagidaki formiile gore PBS hazirlandi:

KoHPO4. oo, 1,20 g
NasHPO4. .o v i, 0,229
NaCl........ccooeiiiiiiiiii.8,5¢@
Distilesu.........c.cooeveiiei i e ttt....1000 ml

Hazirlanan PBS’nin pH’1, pH metre cihazi (WTW 340, Almanya) ile pH 7,0’ ye ayarlandi.
Daha sonra otoklavda (Hiroyama, Japonya) steril edildi.

3.1.2. Fetal Bovine Serum (FBS)

Inaktive edilmis fetal bovine serum (Biological, Israil) ticari olarak satin alindi. Biyolojik
guvenlik kabininde (Nuve, Turkiye) 10 ml’lik streril falcon tiplere aligotlanarak
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandh.

3.1.3. Penisilin Streptomisin Soltsyonu

Penisilin (10000 U/ml) — streptomisin (10 mg/ml) soliisyonu (Gibco, Almanya) ticari olarak
satin alindi. Biyolojik givenlik kabininde 2ml’lik steril eppendorf tiiplere aligotlanarak
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandh.

3.1.4. Hicre Dondurma Soliisyonu
DMSO....ccoiieiiviiiiiiieciieee I ml

Steril falcon tiipte karistirildi, 0,22 um’lik filtreden gecirilerek steril edildi.

16



3.1.5. Hiicre Yikama Soliisyonu

Penisilin- streptomisin ................... 300

Steril falcon tiipte karigtirildi, 0,22 pum’lik filtreden gecirilerek steril edildi.

3.1.6. RPMI-1640 Besiyeri
Hiicre mediumu olarak kullanilacak RPMI-1640 besiyeri asagidaki sekilde hazirlandi:

RPMI- 1640 ( 25mM HEPES ve L- Glutamin igeren).....88 ml
Inaktif FBS ..ot 10 ml
Penisilin- streptomisin ..........coooiiiii i 2ml
Ticari olarak satin alinan RPMI- 1640 (Sigma, USA) besiyeri iizerine % 10 oraninda inaktive
edilmis steril FBS ve % 2 oraninda penisilin- streptomisin soliisyonu ilave edildi. Hazirlanan

besiyeri miktar1 1 haftalik ihtiyaca gore ayarland1 ve kullanilincaya kadar +4°C’de saklandh.

3.2. U-937 HUCRESININ TEMIN EDILMESI VE URETILMESI
LGC Promochem’den elde edilen ATCC U-937 insan makrofaj hiicresi ile ¢alisildi.
3.2.1. Hucrelerin Cozdurilmesi

e CoOzdirtlecek hucreler icin taze besiyeri ( %10 FBS, %2 penisilin-streptomisin ilaveli
RPMI-1640) oda sicakliginda hazir bulunduruldu.

e Su banyosu (Nuve, Tirkiye) 37 °C’ye ayarlandh.

e Hiicre -80°C sogutucudan (Operon, Kore) ¢ikarildi, sicakligi 37 °C'ye ayarli su

banyosunda hizla ¢ozdiriildi

e Cozdurilen hucre gozeltisinden 1 ml, 9 ml taze besiyeri igine eklenip pipetaj yapildi.

1500 devirde 5 dk santrifiij edildi. Siipernatan ¢ekilip uzaklastirildi.

o Pellet Gizerine 4 ml kadar taze besiyeri eklenip suspansiyon haline gelene kadar pipetaj

yapildi.

e Bu suspansiyondan 1’er ml, 9’ar ml taze besiyeri igeren hiicre kiiltlir flasklarina
eklendi. Flasklar % 5 CO;’li inkiibatore (Sanyo, Japonya) 37°C ye kaldirildi.
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3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hicreler diizenli olarak invert mikroskopta (Leica, Almanya) huicrenin morfolojisi ve

sayist yoniinden incelendi.
Hiicrelerin durumuna gore ortalama 2 giinliik araliklarla pasaji yapildu.

%5 CO’li inkiibatorden ¢ikarilan hiicre kiiltiir flasklar1 biyolojik giivenlik kabinine

alindi.

Hiicre kiiltiir flasklarindaki medium pastor pipeti ile pipetaj yapilarak konik tabanl

santriflj tiiplerine aktarildi.

1500 devirde 5 dk oda sicakliginda santrifiij edildi.

Siipernatan atilip pellet hiicre yikama ¢ozeltisi ile yikandi. Tekrar santrifiij edildi.
Pellet oda sicakligina getirilen, 4ml hiicre mediumu ile siispanse edildi.

Bu slspansiyondan 1’er ml; 9’ar ml taze besiyeri igeren hiicre kiiltiir flasklarina
eklendi.

Invert mikroskop ile hiicreler kontrol edildi.

Hiicre kiiltiir flasklar1 {izerine pasaj sayis1 ve tarih yazilarak, 37°C’de %5 CO,’li

inkiibatore kaldirildi.

3.2.3. Hiicrelerin Canlilik Kontrolii

Her pasaj isleminde hiicrelerin canliligi trypan blue (Biological, Israil) ile kontrol
edildi.

Lam iizerine 10pl hiicre siispansiyonu ve 10ul trypan blue boyasi koyularak

karistirildi.
Isik mikroskobunda (Leica, Almanya) x 40 biiylitmede 100 hiicre sayildi.

Boya almayan hiicrelerin (canl hiicreler) yiizde oran1 hesaplandi.

3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler pasajlanirken, 4.-10. pasaj sayisi1 araliginda bazi hiicrelerin pasaji devam ettirilirken,

bir kisim hiicre ileri caligsmalarda tekrar kullanilabilmesi amaciyla dondurularak saklandi.
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e Hiicre kiiltiir flasklarindaki medium pastor pipeti ile pipetaj yapilarak konik tabanli

santrifiij tiiplerine aktarildi.
e 1500 devirde 5 dk oda sicakliginda santrifiij edildi.
e Siipernatan atilip pellet hiicre yikama ¢6zeltisi ile yikandi. Tekrar santriftj edildi.

e Pellet, dondurma ¢ozeltisinde siispanse edilerek son hacim yaklasik 5 x 105 2 x 10’

hiicre/ ml olacak sekilde ayarlandi.
e Es zamanl olarak trypan blue ile canlilik kontrolii yapildi.
e Bu karisimdan 2’ser ml, -80°C’ye dayanikli krio tiiplerine aktarildi.
e Krio tiipleri lizerine tarih, pasaj sayis1 ve canlilik orani not edildi.

e Dakikada 1°C sogutan izopropil alkollii 6zel kontainer iginde -80°C sogutucuya
kaldirildu.

3.2.5. Hiicrelerin Sayim
Hiicre sayiminda thoma lami kullanildi.
Thoma Lamu ile Hiicre Sayim

Thoma laminin esasi, 0,1 mm® hacimde sayim yapilmasidir. Thoma laminin yandan goriiniisti

Sekil 3.1’de verilmistir.

Duz kisim

0! mm (cukur kisim) .
.
I l? - —
'

; 03 mm
SE——— L___(

0,05 mm

Sekil 3.1. Thoma lami1 yandan goriiniis

Sekilde goriildiigii gibi lamin ¢ukur bir kismi vardir. Kiiltiir, bu kisim tizerine aktarilir, lamel
kapatildiginda bu ¢ukurda 0,1 mm yiiksekliginde bir siv1 kalir. Sayim yapilacak alan cam
yiizeyindeki c¢izgilerle belirlenmistir (Sekil 3.2). Lamel konduktan sonra iizerine bastirilarak
lamin ¢ukuru disinda kalan diiz kismi ile lamel arasinda bir sivi katmaninin kalmasi onlenir.
Boylece cukur alan i¢inde tam olarak 0,1 mm yiiksekliginde sivi bulunmasi saglanmis olur.

Thoma laminda 1 biiyiik kare 16 orta boy kare, her orta boy karede 25 kiigiik kare olmak tizere

19



toplam 400 kiiciik kare vardir. Sayim bu karelerde yapilir. Sekil 3.2°de bir kiiclik kare
gosterilmistir. Sekilde goriildiigi gibi, kiiciik kare olarak belirtilen gergekte bir kare prizmadir.
Derinlik boyutu, sekilde verilen ¢ukurun derinligini géstermekte olup, 1/10 = 0,1 mm dir. 1
kicuk kare olarak belirtilen kare prizmanin hacmi = 0,05 mm x 0,05 mm x 0,1 mm = 0,00025
mm?® = 1/4.000 mm*diir. Bir sayim alaninda 16 x 25 = 400 kiiciik kare oldugundan toplam
sayim hacmi = 0,00025 mm?® x 400 = 0,1 mm®diir.

1 mm

LN

=
0.2mm

Kigik kare 4b;

l‘ [ B 3N
145mm=

Orta boy kare

T O T F1720=0 05mm

Sekil 3.2. Thoma lamu {istten goriiniis
Thoma laminda sayim sonucu A X SF x16 X 10.000 formiilii ile hesaplanir.
A : Bir orta boy karede sayilan hiicre adedi
SF : Seyreltme faktor(
16 : 16 adet orta boy kare oldugundan tiim kare sonucuna erismek i¢in kullanilan ¢arpan

10.000 : 0,1 mm®* deki sayim sonucunu 1 ml' deki sayiya doniistiirmek ve standart sonug elde

etmek icin kullanilan bir degismez

3.3. PROPOLIiSIN HAZIRLANMASI

Calismada, Kayseri ve c¢evresinden toplanan propolis’in etanol ile hazirlanan ektresi
kullanildi. Steril membran filtreden siiziilerek steril hale getirilen stok ekstre sollisyonundan
16-512 pg/ml arasinda ikiser kat propolis konsantrasyonlari hazirlandi. Elde edilen
konsantrasyonlardaki etanol igerigi %35’in altinda olacak sekilde ayarlandi. Propolis’in,
hlcreler Gizerinde toksik olmayan en yiiksek konsantrasyonu belirlendi. Bu amagla, hazirlanan

her bir propolis konsantrasyonu, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarinin kuyucuklarinda son
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konsantrasyonu 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlanan makrofaj hiicreleri iizerine ayr1 ayri
eklendi. Plaklar 37°C’de %5 CO-’li inkibatdrde 24 saat inkiibe edildi. Her bir kuyucuktaki
hiicreler, inkiibasyon sonunda trypan blue ile boyanarak 1sik mikroskobunda canlilik orani
yonunden incelendi. Hiicrelerin % 80-90 oraninda canli kaldig1 propolis konsantrasyonu (64

pug/ml) deney icin kullanildi.

3.4. DENEYIN YAPILISI

Hiicrelerin canliligl trypan blue ile boyanarak 1sik mikroskobunda kontrol edildi. % 90
oraninda canli olduklar1 tespit edilen hiicrelerin yogunlugu hemositometrede sayilarak
kuyucuklarda son konsantrasyonu 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi ve 24 kuyucuklu
hiicre kiiltiir plaklarinin ¢aligma kuyucuklarina total hacim 1800 pl olacak sekilde dagitildi.
Hiicrelerin makrofajlara dontisiimii i¢in 250 ng/ml Phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA)
(Sigma, USA) eklendi ve 24 saat 37°C’de ve %5 CO;’li ortamda inkiibe edildikten sonra
PMA iceren medium ¢ekilerek taze medium eklendi. Ilgili kuyucuklara LPS (Escherichia coli,
serotip O26:B6) (Sigma, USA) 10 ug/ml konsantrasyonda uyguland: (38).

Calisma gruplart su sekilde belirlendi:

1. Grup: Sadece makrofaj iceren kuyucuk (M) (Kontrol grubu)

2. Grup: Makrofaj hucreleri ve LPS iceren kuyucuk (M+L)

3. Grup: Makrofaj hiicreleri + LPS + Propolis iceren kuyucuk (M+L+P)

Her bir grup lger kuyucuktan olustu. Hiicre kiiltiir plaklart 37°C’de %5 CO-’li
inkibatorde 24 saat inklbe edildi. Hicre kiltir sipernatantlarinda sitokin (IL-1p, IL-6, TNF-
o) diizeyleri, ELISA kitleri (invitrogen, USA) ve ELISA cihaz1 (Biotek, Synergy HT, USA)
kullanilarak 6l¢iildii. Her bir grup ii¢ kez calisildi. Grafikler, gruplarin ortalama + standart

sapma degerlerine gore elde edildi.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde, SPSS 15.0 istatistik programi
kullanildi. Gruplar arast anlamhilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile
degerlendirildi. Testlerde anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Kontrol grubu makrofaj hucrelerinin invert mikroskopta gorinimi Sekil 4.1°de

verilmistir.

Sekil 4.1. Kontrol grubu makrofaj hiicrelerinin invert mikroskopta gérinimi (x 400 biyutme)

Makrofaj hiicrelerinin trypan blue ile boyanarak canlilik tayininde 1sik mikroskobik
goriintiileri Sekil 4.2°de sunulmustur. Boya almayan hiicreler canli, mavi boyanan hiicreler

6lii olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.2. Trypan blue ile boyanan hiicrelerin 151k mikroskobik goriintiileri
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LPS uygulanan hiicre grubunda, IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeylerinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanirken, LPS ve propolis uygulanan hiicre grubunda -
yalmiz LPS uygulanan hiicre grubuna gore- her ii¢ sitokin diizeyinde de anlamli bir azalma

oldugu tespit edilmistir (p < 0.05) (Sekil 4.3 - 4.5).

LT EX:

=

IL-1f konsantrasyonu (pgml)

o

M M+L R+L+P

Sekil 4.3. Lippolisakkarit ve propolis’in U937 hicrelerinde IL-1f iretimine etkisi (M, sadece
makrofaj iceren kuyucuk; M+L, makrofaj hicreleri ve LPS iceren kuyucuk; M+L+P, makrofaj

hiicreleri + LPS + propolis iceren kuyucuk)

350
300 4
250 1
200 A
150 4

100 A

IL-6 konsantrasyonu (pg/mi)
(53]
o o

0 M+l M+L+P

Sekil 4.4. Lippolisakkarit ve propolis’in U937 hiicrelerinde IL-6 Uretimine etkisi (M, sadece
makrofaj iceren kuyucuk; M+L, makrofaj hicreleri ve LPS iceren kuyucuk; M+L+P, makrofaj

hiicreleri + LPS + propolis iceren kuyucuk)
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600
500 4
400 4
300 4
200 4
100 4

0| M+l M+L+P

THF-a konsantrasyonu (pg/'mi)

Sekil 4.5. Lippolisakkarit ve propolis’in U937 hucrelerinde TNF-a iiretimine etkisi (M, sadece
makrofaj iceren kuyucuk; M+L, makrofaj hicreleri ve LPS iceren kuyucuk; M+L+P, makrofaj

hiicreleri + LPS + propolis iceren kuyucuk)
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5. TARTISMA

Makrofajlar, hem fagositoz 0Ozelligi ile hem de c¢esitli sitokinleri Greterek konak
savunmasina yardimci olur. Ancak makrofajlarin asir1 aktivasyonu inflamatuar sitokinlerin
fazla iiretimi yoluyla hiicrelerde hasara ve inflamatuar hastaliklara yol acar. Bu nedenle
makrofajlarin agir1 aktivasyonunun dnlenmesi dnemlidir. Makrofaj fonksiyonlarini baskilayan

bilesikler tizerine yapilmis birgcok ¢alisma rapor edilmistir (3).

Dogal bir iiriin olan propolisin, toksik etkisinin olmamasi, kolay elde edilebilir olmasi1 ve
genis biyolojik aktiviteye sahip olmasi gibi nedenlerden dolayir tedavi amaciyla kullanimi
gittikce 6nem kazanmaktadir. Propolis, anti-inflamatuar, immuinmodulator ve antioksidan ajan
olarak son yillarda modern tipta dikkatleri tizerine ¢eken bir triindiir (1). Bu etkilerinden
baslica flavonoidler ve fenolik asitler gibi farmakolojik aktif bilesenlerinin sorumlu oldugu
bildirilmektedir (39).

Propolisin, makrofajlar icinde yasama ve c¢ogalma yeteneginde olan Salmonella
typhimurium bakterisine karsi, makrofajlarda, oksijen ve nitrojen ara iriinlerin olusumunu
saglayarak bakterisidal aktiviteyi arttirdigi gosterilmistir (34). Brezilya ve Bulgaristan
propolisinin de makrofajlarin S. typhimurium’a karsi géstermis oldugu bakterisidal aktiviteyi
konsantrasyona bagli olarak arttirdigi (3, 10 , 30 ve 100 pg/ 100ul) gosterilmistir (1).
Propolisin immiin sistem {izerine etkilerinin arastirildigi bir baska c¢alismada, periferal
mononiikleer kan hiicrelerinde ve T hiicrelerinde fitohemagliitinin ile indiiklenmis DNA
sentezini doza bagl olarak baskiladig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda makrofajlardan IL-1p, IL-
12, Th-1 hucrelerinden IL-2 ve Th-2 hicrelerinden IL-4 iiretimini baskiladigi, ancak T
regilatuar hicrelerden TGF-B1 {iretimini arttirdigi bildirilmistir. Bu etkilerden propolisin,
kafeik asit fenil ester, quersetin flavonoidi ve herperidin gibi bilesenlerinin sorumlu oldugu
ortaya konmustur. Bu sonuglarla arastirmacilar, propolisin immiin sistem hiicrelerinin temel
fonksiyonlar {izerinde diizenleyici rolii oldugunu ve giiclii bir dogal anti-inflamatuar ilag

olarak kabul edilmesi gerektigini vurgulamislardir (29).

Propolis’in etanolik ekstraktinin fare kulak inflamasyon modelinde ve rat artrit modelinde
anti-inflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir (39, 40). Ayrica in vitro olarak miirin peritoneal
makrofajlardan prostaglandin ve I6kotrien olusumunu baskiladigi gosterilmistir (41). Blonska

ve arkadaslar1 c¢alismalarinda, Propolis’in etanolik ekstraktinin ve onun bazi aktif
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bilesenlerinin in vitro olarak LPS ile uyarilmis makrofajlardan IL-1B ve indiiklenebilir nitrik

oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu baskiladigini bildirmislerdir (39).

LPS, Gram negatif bakterilerin digs membran komponenti olup, makrofajlardan IL-1p, IL-6
ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini indiikler ve septik sok patogenezinde 6nemli
rol oynar (42, 43). Korish ve Arafa, bir propolis bileseni olan kafeik asit fenetil esterin, Wistar
ratlarda LPS ile indiiklenmis endotoksemi, hepatik ve ndronal hasara karsi koruyucu etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, TNF-a, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-4 ve IL-10 sitokinlerinin plazma
konsantrasyonlarmi1  ve hepatik ve noral hiicrelerde histopatolojik  degisiklikleri
degerlendirmisler, CAPE kullaniminin inflamatuar sitokinlerde azalma ve anti-inflamatuar
sitokin diizeyinde artisa yol actigini, karaciger ve beyin hiicrelerini LPS’nin toksik etkile-

rinden korudugunu gostermislerdir (42).

In vitro olarak, U937 makrofajlarinda LPS maruziyetinin proinflamatuar sitokin
sekresyonunu arttirdigr bazi ¢alismalarla gosterilmistir (43, 44). Bu ¢alismada in vitro olarak
LPS uygulanan U937 hucrelerinden, IL-1p, IL-6 ve TNF-a saliniminin arttigi, LPS ile beraber
propolis uygulamasinin her {i¢ sitokin diizeyinde de azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (p <

0.05).

Sonug olarak, Kayseri ve cevresinden elde edilen propolis, pro-inflamatuar sitokinlerin
baskilanmasi gerektigi durumlarda kullanilabilecek bir ajan olarak, ozellikle igerisinde

bulunabilecek farmakolojik aktif bilesenleri tizerinden incelenmesi gereken dogal bir tiriindiir.
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