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ARI SUTU VE KESTANE BALI KARISIMININ ANTIOKSIDAN,
ANTIMIKROBIYAL, SITOTOKSIK, GENOTOKSIK VE
ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Ar drlinleri ¢ok eski zamanlardan beri hem geleneksel hem de modern tipta
kullanilmaktadir. Bal, ar1 siitii, propolis, ar1 ekmegi, balmumu ve ar1 zehrinden olusan
bu iiriinlerin antioksidan, antitiimor, antiinflamatuar, antimikrobiyal, yara iyilestirme
gibi bircok oOzellikler gosterdigi yapilan c¢aligmalarda kanitlanmaktadir. Son
zamanlarda arastirmacilar ari iriinlerinden maksimum verim almak i¢in karisim
halinde kullanarak ¢alismalar yapmaktadir. Bu tez ¢alismasinda ar1 siitii ve kestane
bali karisim halinde kullanilmistir. 1:5 oraninda hazirlanan karigimin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitesi; BEAS-2B (saglikli epitelyal akciger hiicresi) ve A549
(kanser hiicresi) tizerinde sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik etkileri
belirlenmistir.

Bu calisma, Bursa bolgesinden temin edilen kestane bali ve art siitii kullanilarak
yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda karigimin toplam fenolik miktar1 (TPC)
74+3,86 mg GAE/100 g, FRAP ve ABTS antioksidan aktivite degerleri ise sirasiyla
381,9423,55 pM TE /100 g ve 506+4,38 uM TE/100 g olarak belirlenmistir. Test
mikroorganizmalart olarak Gram (+), Gram (—) bakteriler ile maya ve kiiflerin
kullanildig1 bu ¢aligmada, antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde agar kuyucuk
ve mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. Minumum Bakterisidal Konsatrasyonu
(MBK) degerlerine bakildiginda; S. aureus’un en yiiksek degere (%15 mL/mL) sahip
olup en direngli bakteri oldugu; S. epidermis ve L. monocytogenes’in ise en diisiik
MBK degeri ile (%5 mL/mL) karisima en duyarli bakteriler oldugu belirlenmistir.
Ayrica, karigimin mayalar iizerinde kiiflerden daha iyi antifungal aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. BEAS-2B ve A549 hiicreleri lizerinde yapilan MTT ve NKA
sitotoksisite test sonuglarina gore karisimin iki hiicre hatt1 iizerinde de sitotoksik bir
etki gdstermedigi sonucuna varilmigtir. Comet testi kullanilarak yapilan genotoksisite
sonuglarma gore karisimin A549 ve BEAS-2B hiicreleri i¢in yalnizca %10
konsantrasyonunda muamelesiz kontrol grubuna kiyasla genotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. H2O- ile DNA hasarina ugratilan BEAS-2B ve A549 hiicreleri karigim
ile muamele edilerek antigenotoksik etkisi degerlendirilmistir. Comet testi sonuglarina
gore karistmimn BEAS-2B hiicrelerinde %1, %5 ve %25 konsantrasyonlarinda DNA
hasarini onarirken; A549 hiicrelerinde yalnizca %1 konsantrasyonunda DNA hasarini
onardig1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, ar siitii-kestane bali karigitminin giiglii
biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kkelimeler: ar1 siitii, kestane bali, sitotoksisite, antigenotoksisite,
antimikrobiyal, antioksidan
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INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT, ANTIMICROBIAL, CYTOTOXIC,
GENOTOXIC AND ANTIGENOTOXIC EFFECTS OF ROYAL JELLY AND
CHESTNUT HONEY MIXTURE

SUMMARY

Bee products have been used in both traditional and modern medicine since ancient
times. It has been proven in studies that these products, consisting of honey, royal jelly,
propolis, bee bread, beeswax and bee venom, show many properties such as
antioxidant, antitumor, anti-inflammatory, antimicrobial, wound healing. Recently,
researchers have been working on using bee products as a mixture to get maximum
efficiency. In this thesis, royal jelly and chestnut honey were used as a mixture. The
mixture prepared at a ratio of 1:5, its antioxidant, antimicrobial activity and cytotoxic,
genotoxic and antigenotoxic effects were determined on BEAS-2B (healthy epithelial
lung cell) and A549 (lung cancer cell).

This study was carried out using chestnut honey and royal jelly obtained from Bursa
region. As a result of the study, the total phenolic content (TPC) of the mixture was
74+3.86 mg GAE/100 g, FRAP and ABTS antioxidant activity values were
381.9423.55 uM TE /100 g and 506+4.38 uM TE/100 g, respectively. When the
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) values are examined on Gram (+), Gram
(—) bacteria, yeast and mold; S. aureus had the highest value (15% mL/mL) and was
the most resistant bacteria; It was determined that S. epidermis and L. monocytogenes
were the most sensitive bacteria to the mixture with the lowest MBC value (5%
mL/mL). In addition, it was determined that the mixture had better antifungal activity
on yeasts than on molds. According to the results of MTT and NRU cytotoxicity tests
applied on BEAS-2B and A549 cells, it was concluded that the mixture have no
cytotoxic effect on either cell line. According to the genotoxicity results using the
Comet test, it was determined that the mixture had a genotoxic effect only at 10%
concentration on A549 and BEAS-2B cells compared to the untreated control group.
BEAS-2B and A549 cells, which were exposed to DNA damage with H>O,, were
treated with the mixture and its antigenotoxic effect was evaluated. According to the
results of the Comet test, while at 1%, 5% and 25% concentrations of mixture repaired
DNA damage in BEAS-2B cells; only at 1% concentration of mixture repaired DNA
damage in A549 cells. The results show that the royal jelly-chestnut honey mixture
has strong biological activity.

Keywords: royal jelly, chestnut honey, cytotoxicity, antigenotoxicity,
antimicrobial, antioxidant
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1. GIRIS

Bal, ar1 ekmegi, ar1 zehri, ar1 poleni, propolis ve ar1 siitli gibi bal aris1 kovanlarindan
elde edilen irtinlerin son yillarda 6mrii uzatma, sagligi koruma ve siirdiirme amactyla
kullanimlar1 oldukg¢a dikkat ¢gekmektedir. Hem geleneksel hem de modern tipta cesitli
ar1 Urlinlerinin yaygin kullanimi s6z konusudur. Bir¢ok bilimsel arastirma ari
tiriinlerinin biyolojik aktiviteleri nedeniyle saglik iizerindeki yararli etkilerini ve
farmakolojik 6zelliklerini arastirmay1 hedeflemekte olup bu durum, bu iiriinleri igeren
nutrasotiklerin ve fonksiyonel gidalarin da iiretiminin artmasina yol agmaktadir

(Pasupuleti ve dig, 2017).

Apiterapi, bal, polen, propolis, ar1 siitii, ar1 zehri ve balmumu gibi ar1 {iriinlerinin
karaciger hasari, kardiyovaskiiler ve gastrointestinal problemler gibi rahatsizliklar
tedavi etmek ve yara iyilesmesini desteklemek i¢in kullanilmasi olarak
tanimlanmaktadir (Ezz El-Arab ve dig, 2006). Apiterapi, bir bagka degisle bal aris1 ve
tirtinleri araciligiyla tedavi ve biitiinciil sifa sanat1 ve bilimidir. Apiterapinin kokleri
6000 yildan daha eski olan Misir tibbina kadar uzanmaktadir (Tilahun ve dig, 2016).
Eski Misirlilar, Asurlular, Cinliler, Yunanhlar ve Romalilar, bagirsak yaralar1 ve
hastaliklar1 i¢in bal aris1 liriinlerini kullanmislardir (Al-Jabri, 2006). Bal ve diger bal
aris1 Urtinleri, yiizyillar boyunca geleneksel tipta ve modern terapétiklerde degerli bir

yere sahip olmustur (Tilahun ve dig,2016).

Apiterapistler, ar1 iirlinlerinin ¢ogu hastaligr iyilestirmek i¢in kullanilabilecegine
inanmaktadirlar. Bununla birlikte, geleneksel tipta ar1 iiriinlerinin kullanimi, standart
tedavilere esit veya daha iyi etkiler gostermektedir. Art iirlinlerinin bu terapdtik

potansiyeli yiiksek besin degerleri ile agiklanmaktadir (Moolenaar ve dig, 2006).

Ar {iriinleri igerisinde en ¢ok bilinen {iriin olan dogal balin gida ve ila¢ olarak
kullanimi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir. Ham balin en eski tatlandirici oldugu ve
birka¢ milyon y1l 6nce tiim diinyada kullanildig: bildirilmistir (Moolenaar ve dig,

2006). Dogal bal, Salmonella, Shigella, Escherichia coli, Helicobacter pylori vb. dahil



olmak iizere bir¢cok organizmaya kars1 bakterisidal aktivite gostermektedir (Jeffrey ve

Echazarreta, 1996).

Bal, antimikrobiyal Ozelliklere ve {istiin yara iyilestirici etkilere sahiptir (Molan,
2006). D1s yaralar (Molan, 2006) ve yatak yaralari i¢in kullanilmistir (Fratellone et al.
2016). Ulser ve kolit gibi gastrointestinal hastaliklar i¢in faydalidir. Ayrica miirver
cigekleri ile karistirilarak dogal bir oksiiriik surubu olarak kullanildigr bildirilmistir
(Oduwole ve dig, 2014).

Ar tiriinleri i¢erinde dikkat ¢ceken diger bir iiriin olan ar1 siitii (Royal Jelly, RJ) ise geng
larvalar1 ve yetigkin ana arty1 beslemek icin geng isci arilarin hipofarengeal bezinden
salgilanan bir maddedir. RJ, dort-bes giinliik kralice ar1 larvalarina yonelik 6nemli bir
besindir (Adjare, 1990) ve diger bal aris1 {iriinleri gibi besin degeri ¢ok yliksektir.
Bagisiklik sistemini giiclendirmek ve enerjiyi artirmak i¢in kullanilmaktadir Ek
olarak, antibiyotik, antiinflamatuvar, yara iyilestirici ve kanser Onleyici etkileri
artirabilecegine dair bir¢cok c¢alisma vardir (Hattori ve dig, 2007a). Dogal bir
antibiyotiktir ve larva evresinde kan hiicrelerinin gelismesinde ve tiim yasam stiresi
boyunca yumurtlama ozelliklerinin korunmasinda etkin rol oynamaktadir. Ayrica,
yiiksek tansiyon, diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltma potansiyeline

sahip antioksidanlara sahiptir (Rafiqi ve dig, 2019).

RJ’nin antibakteriyel ve antifungal bir ajan olarak kullanildigi bildirilmistir. Yara
iyilesmesi ve doku onarimi i¢in oldukca etkili bir madde oldugu diisiiniilmektedir.
Bagisiklik sisteminin Onciisii olarak goriilen RJ, hormonlar1 diizenlemek ve bilissel
islevi gelistirmek i¢in kullanilmaktadir (Vandamme ve dig, 2013). Bal arilari, fareler
ve insanlar gibi ¢esitli canlilardaki morfolojik karakterleri, biiyiimeyi, dgrenmeyi,

boyut ve sekil varyasyonlarini etkilemektedir (Shi ve dig, 2018).

Arn Triinleri farkli besin igeriklerinden olusur ve cok cesitli biyolojik aktivitelere
sahiptir. Son yillarda tiiketiciler, maksimum fayday1 elde etmek ic¢in farkli {irtinleri
birarada kullanmaktadir. Bu nedenle, farkli iirlinlerin kombinasyonunu iceren gida

maddelerinin iiretimine artan bir egilim vardir (Ozkok ve Silici, 2017).

Yapilan tez caligmasinda birlikte kullanimlar1 yaygin olan RJ ve bal karisiminin
antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik aktivitelerinin
arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, Bursa bolgesinden temin edilen ar1 siitii ve

kestane bali karisimi taze olarak hazirlanmig ve kullanilmistir. Karigimin toplam



fenolik igerigini ve antioksidan aktivitesini belirlemek i¢cin TPC, FRAP ve ABTS
testleri yapilmigtir. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in Gram (+), Gram (-)
bakteriler, maya ve kiif kullanilarak agar kuyucuk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon
testleri yapilmistir. Karistmin sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik aktivitesini
belirlemek i¢in saglikli akciger hiicreleri (BEAS-2B) ve akciger kanser hiicreleri
(A549) hiicre hatlari ile ¢alisilmis ve her iki hiicre hattinda Nétral kirmizi alimi (NKA),
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve Comet testleri

uygulanmustir.

1.1 Literatiir Arastirmasi

1.1.1 An siiti

Arn siitii veya uluslararas1 bilinen adiyla Royal Jelly (RJ), oncelikle ana ariyi
gelistirmek ve korumak i¢in genc is¢i arilarin baslarindaki hipofarengeal bezlerden
salgilanan kremsi formda bir tirtindiir (Barnutiu ve dig, 2011). Yavru ve kralige arilari
beslemek ve biiyiitmek (Alvarez-Suarez, 2017) i¢in gerekli tiim besinleri igceren (Kurth
ve dig, 2019); botanik kdokenli (Abu-Serie ve Habashy, 2019), hafif keskin koku ve
tada sahip, sarimsi1 beyaz, asidik (Barnutiu ve dig, 2011), siitlii ve yapiskan (Bengii ve

dig, 2020) bir salgidir.

Kralige bal arilarinin temel besini olan RJ, is¢i arilarinin yag asitleri iireten ¢ene bezi
(mandibular) ve ana ar1 siitli proteinleri (MRJP'ler) ailesine ait olan bir¢ok proteini
ireten hipofaringeal bas bezi olmak iizere iki bez tarafindan iiretilmektedir (Fratini ve
dig, 2016). Jelatinimsi kivamda bir madde olarak goriinen RJ, farkli boyutlarda
¢cOziinmemis graniillerin varligindan dolayr genellikle homojen degildir (Barnutiu ve
dig, 2011) (Alvarez-Suarez, 2017). Ar1 kovanlarinin ¢evresel konumunu yansitan bir
0zellik olarak bal arilarinin yiyecek arama aktivitesine bagli polen taneleri igerir (Piana
ve dig, 2006). Suda kismen ¢oziinen, 1.1 g/mL yogunluga sahip, olduk¢a asidik bir
tirlindiir (pH 3.4-4.5) (Barnutiu ve dig, 2011).

Tiim ar1 larvalar i¢in yumurtadan ¢ikma ile yasamin li¢iincii giinii arasinda (Pasupuleti
ve dig, 2017) ve kralicelere doniismek iizere segilen larvalarin ise yasaminin besinci
giiniine kadar tek besin kaynagi olan RJ, kralige armin tiim yasami boyunca ana besin
kaynagidir (Alvarez-Suarez, 2017). Bir larvanin kralige ariya morfolojik olarak

degismesine izin veren ana bilesik olan Royalactin’i iceren RJ, yalnizca kralice arilar



tarafindan tiiketildigi i¢cin bir "siiper gida" olarak da bilinir (Moniruzzaman ve dig,
2012). Ar larvalarmin 5-15 giinlik yasta uzun omirlii, verimli, olgun ana arilara
doniismesini saglayan ozel besindir. Is¢i arilarm kisa Omiirleri (6-8 hafta) ile
karsilastirildiginda, 4-5 yila kadar yasayan kralige arinin uzun yasam siiresi lizerinde
RJ, 6nemli bir etkiye sahiptir (Ramanathan ve dig, 2018). Ayrica, sekerler, lipidler ve
proteinlerin metabolizmasi yoluyla larva gelisimi ve kralige ar1 iiremesi i¢in gerekli
olmasinin yani sira, kralice arilarin is¢i arilara kiyasla daha biiyiik viicut boyutuna
sahip olmasi ve dogurganlik 6zelligi de RJ ile iliskilendirilmektedir (Ahmad ve dig,
2020).

Beslenme islevinin yani sira, krali¢e armin hiicreleri dikey olarak yonlendirildigi ve
asagiya dogru agildigi icin RJ’nin hem hiicre tavanina yapismasi hem de kralice
larvasini hiicrede tutmasi gerekmektedir (Pirk, 2018). ilk olarak, Donhoff (1859)
tarafindan giindeme getirilen kralige larvasinin boyle bir hiicrede nasil tutuldugu
sorusu, Buttstedt ve dig. (2016) tarafindan cevaplanmis ve viskozitenin 6nemli oldugu
vurgulanmistir (Buttstedt ve dig, 2016). Buna gore, yalnizca dogal RJ’nin pH degeri
4.0 olup larvayr yiizeyde tutmaya yetecek kadar viskozdur ve pH yiikseltilirse
viskozite azalacagi i¢in larvalart tutma 6zelligini kaybedecektir. Viskozitenin pH’a
bagli olarak boyle bir degisim gdstermesinin molekiiler acidan sebebi ise temel art siitii
proteini 1 (Major Royal Jelly Protein 1 (MRJP1)) ve apisimin proteinidir (Buttstedt ve
dig, 2018). Yiiksek biyoaktif bilesik igerigi nedeniyle, antibakteriyel, antioksidan,
anti-inflamatuar, vazodilatif, hipotansif, hipokolesterolemiant, hepatoprotektif ve
antitiimor aktivite gibi saglig1 gelistirici birgok 6zellik gosteren RJ, gida endiistrisinde
insan saghigini iyilestirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Alvarez-Suarez,
2017). Enerjiyi artirdi8y, stresi azalttig1 ve bagisiklik sistemini gliclendirdigi gosterilen
cok cesitli vitamin, mineral ve amino asitlerle doludur. RJ, diinya pazarinda bir besin
takviyesi olarak taninmistir ve kozmetikte tonik ve biyouyarici etkileri oldugu iddia

edilen iirlinler seklinde kullanilmaktadir (Barnutiu ve dig, 2011).

Yiizyillar boyunca taze RJ, alternatif tipta kullanilmigtir. Daha 6nce yapilan bir¢ok
caligmada antimikrobiyal aktivite, alerjik reaksiyonlarin baskilanmasi, kan kolesterolii
miktariin disiiriilmesi, kanser ve HIV hastalarinda hiicre hasarinin 6nlenmesi, yara
lyilesmesi ve biiylime hizlanmasi gibi gesitli tibbi etkiler gosterdigi bildirilmistir

(Barnutiu ve dig, 2011).



RJ'min insanlar {iizerindeki fizyolojik etkileri hala tam olarak anlasilamamigtir
(Barnutiu ve dig, 2011). Anti-oksidasyon, anti-inflamasyon, anti-tiimdr, anti-agenezis,
antibakteriyel, vazodilatif, hipertansif, anti-hiperkolesterolemik, nefroprotektif ve cilt
beyazlatma etkileri dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli farmokolojik aktivite in vivo deneysel
caligmalarla gosterilmistir. Arastirmalar, RI'nin apoptotik ve anti proliferatif yollar1
indiikleyerek antikanser aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir (Bengii ve dig, 2020).
Besin degeri ve insan sagligina olan faydalar giindeme geldikce piyasada ticari RJ

tirlinleri de giderek artmaktadir (Peng ve dig, 2017).

1.1.1.1 An siitiiniin kimyasal bilesimi

RJ kimyasal olarak, su (%50-60), proteinler (%18), karbonhidratlar (%15), lipitler
(%3-6), mineral tuzlar (%1,5) ve vitaminler (Pasupuleti ve dig, 2017) icermekle
birlikte; peptidler (royalisin, jellein, apisimin ve royalaktin); polifenoller, fenolik
asitler ve flavonoidler gibi ¢ok sayida biyoaktif bilesik de igermektedir (Alvarez-
Suarez, 2017). Spektrometrik analizlere gore, i¢inde yaklasik 185 organik bilesik tespit
edilmistir. RJ, riboflavin, tiamin, niasin, folik asit, biotin ve piridoksin gibi vitaminler
ve daha az miktarda C, D, A ve E vitaminleri icermektedir (Nagai ve Inoue 2004).
Ayrica, kalsiyum, sodyum, potasyum, bakir, demir, ¢cinko ve manganez, RJ'deki ana
minerallerdir (Khazaei ve dig, 2018). RJ'nin ana biyoaktif bilesiklerinden biri, dogada
yalnizca RJ'de bulunan ve bu nedenle RJ iirlinlerinin kalite belirteci olarak kullanilan
(Peng ve dig, 2017) doymamus bir yag asidi olan 10 hidroksi-trans-2-dekenoik asittir
(10-HDA) (Khazaei ve dig, 2018). Royalaktin, RJ’deki en oOnemli proteindir
(Sugiyama ve dig, 2012). Yag asidi, proteinler, adenozin monofosfat (AMP) N1 oksit,
adenozin, asetilkolin, polifenoller ve testosteron, progesteron, prolaktin ve dstradiol
gibi hormonlar RJ’nin i¢inde bulundugu bildirilen diger yararli biyoaktif bilesenlerdir
(Ramadan ve Al-Ghamdi, 2012).

RJ bilesimi iklime; g¢evresel, mevsimsel ve bolgesel kosullara; is¢i ve/veya larva
donemindeki arilarin metabolitleri ve fizyolojilerindeki degisikliklerin yani sira

arilarin genetigi ve irkina gore degismektedir (Alvarez-Suarez, 2017).

RJ'nin kuru agirligimin yaklagik %50'sini olusturan proteinler, son 20 yilda RJ ile ilgili
derinlemesine arastirmalar sayesinde tanimlanmistir (Fratini ve dig, 2016). RJ i¢indeki
birincil protein bilesenleri, iceriginin %83-90"1n1 olusturan temel ar1 siitii proteinleri

(MRJP'ler) (Bilikova ve dig, 2002) ile royalisin, jelleinler, royalactin, apisimin,



apolipophorin III benzeri protein ve glikoz oksidazdan olugmaktadir (Fratini ve dig,

2016).

MRJP’lerin glikoproteinler olduklar1 ve bunlarin karbonhidrat kisimlarinin
¢Oziintirliiklerinin, katlanma ve biyolojik rolleri agisindan 6nemli oldugu bildirilmistir
(Kunugi ve Amira, 2019). Ana ar ile is¢i ar1 arasindaki farklilasmada 6nemli rol
oynayan MRJP'ler, ayrica diger ar1 iirlinlerinin tiretiminde, 6zellikle polen-pelet ve ar1

ekmegi olusumunda da gorev almaktadir (Buttstedt ve dig, 2013).

RJ proteinlerinin yaklasik %80't suda ¢o6ziiniir olup, molekiiler kiitlesi 49-87 kDa
(Fratini ve dig, 2016) olan 9 iiyeden (MRJP1-MRIJP9) olusan MRIJP ailesine (Abu-
Serie and Habashy 2019) veya apalbuminlere (Khazaei ve dig, 2018) (Fratini ve dig,
2016) aittir. MRJP'ler, uzun 6miirlii olan bal aris1 kraligesinin gelisimini yonlendiren
temel bir besinsel rol oynar (Fratini ve dig, 2016). MRJP 1, MRJP 4 ve MRJP 5,
esansiyel amino asitlerin ana alimini temsil ederken; MRJP 2 ve MRJP 5, kralice arinin
biliylimesi i¢in gereken en Onemli nitrojen rezervidir (Schmitzova ve dig, 1998).
Ayrica, MRJP 3’lin polimorfik bir protein olmasi, nitrojen kaynagi olarak
kullanilmasini agiklarken (Albert ve dig, 1999); MRJP 1’in bal arist néronlarinda da
geri kazanilir olmasi, proteinin beslenmeye ek olarak bilinmeyen baska bir islevine

isaret etmektedir (Peixoto ve dig, 2009).

Son zamanlarda, RJ'nin birka¢ 6zelligi MRJP'lere atfedilmis ve MRJP'lerin yash
sicanlarda uzamsal bellegi iyilestirdigi gosterilmistir (Park ve dig, 2019). MRJP 1’in,
si¢an hepatositlerinde proliferasyon ve apoptoz baskilamasi dahil olmak iizere biliylime
faktorii benzeri aktivitelerde rol oynadigi bildirilmistir (Park ve dig, 2020). RJ'deki ana
alerjenler olarak karakterize edilen MRJP 1 ve MRJP 2, farelerde tiimor nekroz faktorii
(TNF)-a salimina (Fratini ve dig, 2016) ve MRJP 3 ile modiile edilmis bagisiklik
tepkilerinin uyarilmasina sebep olmaktadir (Park ve dig, 2019). MRIP 2,
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteler sergilemekte olup (Park ve dig, 2020); bal
aris1 yavru clrikliigli patojeni Paenibacillus larvae’a karsi antibakteriyel etki
gostermektedir (Park ve dig, 2019). MRJP 3’{in in vitro ve in vivo immiin tepkileri
modiile ettigi ve MRJP 4'iin antimikrobiyal aktivitesi de rapor edilmektedir (Park ve
dig, 2019). Ayrica, MRJP'lerin antimikrobiyal aktivitesine odaklanan birkag
calismada, MRJP 1’in maya ve bakterilere kars1 antimikrobiyal aktiviteler sergiledigi
(Park ve dig, 2019); MRJP 2-5 ve 7'nin ise RJ'nin antibakteriyel 6zelliklerine katkida

bulundugunu gosterilmistir (Park ve dig, 2020). Diger RJ proteinleri arasinda bulunan



royalisin, jelleinler, royalaktin ve aspimin de antibakteriyel etkiye sahiptir. Royalaktin,
ana arilarin ig¢i arilardan farklilagmasinda MRJP1 ile ayni etkiyi gdstermektedir
(Bilikova ve dig, 2002). RJ'de 6ncelikli olarak tanimlanan protein olan Apolyporphin
Il benzeri protein, lipidlerin sulu ortamlarda bir protein-lipid kompleksi olarak
transferine yol agan lipid ile iliskili bir proteindir. Apoliporfin III benzeri protein,
antibakteriyel yoniine ek olarak ar1 larvalarinda immiinolojik reaksiyonlarin

gelisiminde rol oynamaktadir (Kim ve Jin, 2015).

Royalisin, 51 amino asit (Cornara ve dig, 2017) ve alt1 sistein kalintisindan olusan ve
bakteri ve mantarlara karsi antimikrobiyal aktivite gosteren amfipatik (hem hidrofobik
hem de hidrofilik) bir peptiddir (Kim ve Jin, 2019). Diisiik pH ve yiiksek sicaklikta
yiiksek stabilite sergileyen kompakt yapisi, yiiksek sistein icerigi (6 kalint1) ve li¢
molekiil i¢i disiilfiir kopriisinden kaynaklanmaktadir. Birer bocek tiirii olan
Sarcophaga peregrine embriyonik hiicrelerinden ve Phormia terra novae
larvalarindan alinan 40 aminoasitten olusan sapesinler ile genis bir homolog diziye
sahiptir (Fratini ve dig, 2016). Royalisinler ve MRJP 1'in spesifik proteazlar tarafindan
triptik  sindiriminin sonucu olusan Jelleinlerin, yapilan in vitro caligmalarda

antimikrobiyal etkisi gosterilmistir (Fratini ve dig, 2016).

Proteinlerden sonra en 6nemli ikinci biyoaktif bilesik olan lipitler, RJ kuru agirliginin
%3-19'unu olusturmaktadir (Maghsoudlou ve dig, 2019). Lipid ve yag asitleri igerigi
RJ’nin benzersiz ve ayirt edici 6zelliklerinden biridir (Ahmad ve dig, 2020) (Alvarez-
Suarez, 2017) (Amira ve Amin 2019). %80-85 yag asitleri, %4-10 fenolik lipidler, %5-
6 mum, %3-4 steroid ve %0,4-0,8 fosfolipid bilesiminden meydana gelen lipidlerin
(Kodai ve dig, 2007) az miktar1 esterlenmis halde bulunmaktadir (Ahmad ve dig,
2020).

Lipitler, esas olarak zincirde 8-12 karbon atomlu olan, serbest kisa zincirli hidroksil
veya dikarboksilik yag asitlerinden meydana gelmektedir (Li ve dig, 2013).
Cogunlukla az miktarda serbest yag asidi iceren tri, di ve monogliserit formlarinda
olan bu yag asitleri, hayvanlar ve bitkilerdeki yag asitlerinden farklidir (Alvarez-

Suarez, 2017).

Yag asitlerinin yaklasik %80-90"1 10-hidroksi-2-dekenoik asit (10-HDA), 10-
hidroksidekenoik asit (10-HDDA) ve sebasik asit (SA) gibi farkli bir yapiya sahiptir
(Ahmad ve dig, 2020). Yag asidi fraksiyonu %32 10-HDA, %24 glukonik asit, %22



10-HDDA, %S5 dikarboksilik asitler ve diger birkag¢ asitten olusmaktadir (Terada ve
dig, 2011). Bunlarin disinda RJ'de, 8-hidroksi-oktanoik asit (8-HOC), 3,10-
dihidroksidekandioik asit (3,10 HDecDA), 9-hidroksi-2-dekenoik asit (9-HDA), 1,10-
dekandioik (DecDA), 3-hidroksidekanoik asit (3-HHDA) ve 2-desen-1,10-dioik asit
(2-DecDA) gibi yag asitleri asitleri de bulunabilmektedir (Isidorov ve dig, 2012).

Kalite i¢in uluslararasi bir standart olarak kabul edilen 10-HDA, dondurularak
kurutulmus RJ’nin %3,5'ini temsil eden stabil bir bilesiktir (Ahmad ve dig, 2020).
Geg¢mis donemlerde, RJ i¢in bir belirte¢ olarak benimsenen; RJ igeren ari tirtinlerini
degerlendirmek i¢in bir arag olarak kullanilan 10-HDA, bugiine kadar RJ disinda diger
ar1 Uriinleri de dahil olmak iizere hicbir bilesikte bildirilmemistir (Alvarez-Suarez,
2017). 10-HDA, aricilar ve iireticiler tarafindan RJ i¢in bir tazelik gdstergesi olarak
kullanilmis ve %1,8'den fazla 10-HDA igerigine sahip ornekler taze ve orijinal olarak

kabul edilmektedir (Antinelli ve dig, 2003).

Steroller, RJ'nin diger yaglh bilesikleridir. Toplam sterollerin %49-58'ini olusturan 24-
metilenekolesterol en 6nemli steroldiir. B-sitosterol (toplam sterollerin% 19-24'),
izofucosterol (toplam sterollerin% 9-16's1), kampesterol (toplam sterollerin% 6-7'si)
ve desmosterol (toplam sterollerin% 0,5-4,5'1) ise RJ'de bulunan diger sterollerdendir
(Melliou ve Chinou, 2014). RJ'nin lipid igerigi, gaz kromatografisi yoluyla serbest ve
toplam organik asitler veya ¢oziicii ekstraksiyonu yoluyla toplam lipidler olarak

belirlenmektedir (Nabas ve dig, 2014).

RJ i¢indeki yag asitlerinin sahip oldugu birgok 6zellik, iiriine ticari ve tibbi deger
katmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, yag asitlerinin kanser 6nleyici 6zellikler ve birkag
immiinomodiilatér aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Alvarez-Suarez, 2017).
Yapilan calismalar, 10-HDA'nin fibroblast hiicre hatlarinda doniistiiriicii biiyiime
faktori-p (gliclic bir immiinosupresif sitokin) liretimini uyardigin1 gostermektedir
(Alvarez-Suarez, 2017). 10-HDA’nin, beyin kaynakli ndrotrofik faktoriin etkisini
taklit ederek progenitor hiicrelerden (PC12) noronal farklilasmay1 uyardigi, ndrojenik
aktivitesi gdz oniine alindiginda yasa bagl noérodejeneratif bozukluklar: tedavi etmek

icin kullanilabilecegi bildirilmistir (Hattori ve dig, 2007b).

Dendritik hiicreler (DC'ler), patojenlere, tiimorlere ve diger antijenlere karsi bagisiklik
tepkisinin baslatilmasinda ve diizenlenmesinde Onemli bir rol oynar. Yiiksek

konsantrasyonlarda, 10-HDA ve 3,10-dihidroksi-dekanoik asit (3,10-DDA), sican DC-



T hiicresi es kiiltlirlerinde allojenik T hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ederek

immiinomodiilator aktivite gdstermektedir (Vucevic ve dig, 2007).

SA, 10-HDA ve 10HDDA, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve niikleer
faktor kappa-B sinyallemesinde yer alan birkag proteinin regiilasyonu yoluyla
antiinflamatuvar etkiler gostermektedir. Ayrica, bu asitler, cinsiyete bagl bir sekilde
kemik, kas ve yag dokusuna fayda saglayabilen 6strojen reseptorlerinin (ER'ler) ERa,

ERp aktivitesini artirarak ostrojen sinyaline aracilik etmektedir (Kunugi ve Ali, 2019).

Histonlarin g-asetil-lizin kalintilarinin hidrolizini katalize eden histon deasetilazlar
inhibe ederek Apis melliferanin kast farklilagmasi iizerinde epigenetik kontrol
uygulayan 10-HDA, RIJmin diisiik pH"1 nedeniyle giicli bir bakterisidal etki
gostermektedir. Bu sebeple de ar1 kovanlarini etkileyen Paenibacillus larvaea tiiriiniin
neden oldugu bakteriyel enfeksiyonlara karsi ar1 larvalarim korumaktadir (Sediva ve
dig, 2018). Memelilerde, fareleri Staphylococcus aureus toksini olan lipoteikoik asidin
neden oldugu pulmoner hasara karsi korur. Ayni zamanda insan kolon kanseri
hiicrelerinde ¢esitli patojenik bakteri tiirlerine karsi antibakteriyel etki gosterdigi

bildirilmistir (Chen ve dig, 2018).

10-HDA ve diger RJ yag asitleri antibakteriyel Ozelliklere sahiptir ve bu 6zellik
tirlindeki nispeten diisiik bakteri igerigine katkida bulunur. RJ'den elde edilen 3-
hidroksidodekanoik asit, 11-oksododekanoik asit ve (11S)-hidroksidodekanoik asit
gibi yag asitleri, patojenik bakteri ve mantarlara kars1 giiglii, genis spektrumlu
antimikrobiyal aktivite sergilemistir (Melliou ve Chinou, 2005). 3-
Hidroksidodekandioik  asit,  trans-10-asetoksidek-2-enoik asit ve (11S)-
hidroksidodekanoik asit, 0.17 ile 0.36 mg/mL arasinda degisen MIK degerleri ile S.
aureus, S. epidermidis, S. mutans ve S. viridans'a kars1 inhibitor aktivite gostermistir
(Alvarez-Suarez, 2017). SA (0,15 ile 0,20 mg/mL'lik MIK degerleri) ve 11-
oksododekanoik asit (0,26-0,67 mg/mL'lik MIK degerleri) farkli maya ve kiiflere karsi
daha yiiksek anti-fungal aktivite gostermistir (Melliou ve Chinou, 2005).

Ham RJ i¢in 6nemli bir kalite kontrol kriteri olan su, RJ’nin %60-70'ini olusturmakta
ve mikrobiyal stabilite gostermektedir (Maghsoudlou ve dig, 2019). Mineral tuzlar,
RJ iceriginin %1,5'ini olusturmaktadir (Kunugi ve Ali, 2019). RJ'nin kiigiik
miktarlarda ¢esitli mineraller (Kunugi ve Ali, 2019) ve K, P, S, Na, Ca, Al, Mg, Zn,



Fe, Cu ve Mn gibi ana elementler ile eser miktarlarda (0.01-1 mg/100 g) Ni, Cr, Sn,
W, Sb, Ti ve Bi bulundurdugu bildirilmistir (Maghsoudlou ve dig, 2019).

RJ igeriginin %7,5-15'in1 olusturan sekerin %9011 fruktoz ve glukoz %0,8—3,6’s1n1
siikroz olusturmaktadir (Kunugi ve Ali, 2019). Az miktarda maltoz, trehaloz,
melibiyoz, riboz ve erloz gibi farkli sekerler de igeren (Maghsoudlou ve dig, 2019)
RJ’nin seker igerigi, botanik kokene, mevsime, cografi konuma, ar1 tiirlerine ve liretim

yontemine bagl olarak degismektedir (Kunugi ve Ali, 2019).

Vitaminler agisindan son derece zengin olan RJ, genis varyasyonlarda piridoksin,
biotin, pantotenik asit ve inositol icerirken; tek tip riboflavin, tiamin, niasin ve folik
asit de icermektedir. Bunlarin yanisira, RJ’nin C vitamini igerdigi ve A, D ve K
vitaminleri i¢germedigi de bilinmektedir (Maghsoudlou ve dig, 2019). RJ'de en bol
bulunan vitamin Pantotenik asit (BS vitamini) (52,8 mg/100 g) iken; niasin (42,42
mg/100 g) onu takip etmektedir. Kiiciik miktarlarda ¢esitli B grubu vitaminleri (B1,
B2, B6, B8, B9 ve B12) iceren RJ’de askorbik asit (C vitamini), E vitamini ve A
vitamini de bulunmaktadir. Ayrica, Gardner (1948) tarafindan RJ'nin pantotenik

asidinin yasam sliresini uzatan bir ajan olduguna dikkat ¢ekilmistir.

Amino asitler agisindan zengin olan RJ (Kunugi ve Ali, 2019), 8’1 temel, 5’1
tanimlanmamis olmak {izere en az 17 ¢esit amino asit igermektedir. Bunlar glutamik
asit (%8,3), tirozin (%4,9), prolin (%3.,9), metiyonin (%3,7), triptofan (%3,4), arginin
(%3.3), glisin (%3,0), 16sin (%3,0), serin (%2,9), lisin (%2,9), aspartik asit (%2,8),
treonin (%2,0), valin (%1,6), 1zoldsin (%1,6) ve fenilalanin (%0,5)’dir. Metiyonin ve
serbest glisininin RJ kalitesini tahmin etmek icin bir parametre olarak

kullanilabilecekleri bilinmektedir (Alvarez-Suarez, 2017).

Yapilan analizler sonucunda RJ’deki en belirgin aminoasitin lizin; ardindan prolin,
sistin ve aspartik asit oldugu belirlenmistir. RJ, diger amino asitleri 5 mg/100 g'dan
daha az igerir (Pina ve dig, 2018). RJ amino asitlerinin memelilerde omrii
uzatabildigine dair kanitlar bulunmaktadir. Buna gore, RJ'de (16sin, izolosin ve valin)
bulunabilen 3 dall1 zincirli amino asitle zenginlestirilmis karistmin (BCAAem) uzun
stireli diyet takviyesi, mitokondriyal biyojenez ve sirtuin 1 ekspresyonunu artirirken;
kalp ve iskelet kasinda ROS f{iretimini azaltmaktadir. Bu durum, yasa bagh kas
disfonksiyonunun hafifletilmesiyle iliskili olup, erkek farelerin ortalama yasam

stiresinde bir artisa neden olmaktadir. Bu amino asitlerin mitokondriyal biyogenez
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tizerindeki etkisi, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOs) ve mTOR ve substratlarinin

sinyal yollarinin aktivasyonunu icermektedir (Pina ve dig, 2018).

RJ, gallik asit (Kunugi ve Ali, 2019), fenolik ve toplam flavonoid gibi bazi baska
biyoaktif bilesikler de igermektedir. Fenol ve karboksilik gruplari i¢eren fenolik
bilesikler (Ahmad ve dig, 2020) pinobanksin, organik asitler (6rnegin oktanoik asitler,
dodekanoik asit, 1,2-benzendikarboksilik asit) ve bunlarin esterlerinden olusan genis
bir igerige sahiptir (Kunugi ve Ali, 2019). Flavonoid bilesikler flavonlar (apigenin ve
glikozidleri, luteolin, chrysin ve acasetin), flavanonlar (naringenin, hesperetin ve
isosakuranetin), flavonoller (kaempferol ve isorhamnetin glikozitler) ve
izoflavonoidler (genistein ve formononetin) olmak iizere dort gruba ayrilmaktadir
(Ahmad ve dig, 2020). Bu bilesenlerin antioksidan aktivitesi, RI'nin antiapoptotik ve

antiinflamatuvar 6zelliklerine katkida bulunmaktadir (Kunugi ve Ali, 2019).

1.1.1.2 An siitiiniin biyolojik aktivitesi

RJ’nin biyolojik aktiviteleri, laboratuvar hayvanlar1 (fare, si¢an, tavsan, hamster),
ciftlik hayvanlar1 (koyun, tavuk) (Pavel ve dig, 2011) ve mikrobiyal organizmalar
(bakteriler, mantarlar, viriisler ve nematodlar) kulanilarak bir¢ok in vitro ve in vivo

deneysel model iizerinde ve klinik deneylerde arastirilmistir (Ahmad ve dig, 2020).

RJ, farelerde ve insanlarda dikkate deger bir antikanser 6zelligine sahiptir (Khazaei ve
dig, 2018). RJ, tiimoriin indiikledigi anjiyogenezin inhibisyonu ve/veya immiin
fonksiyonun aktivasyonu yoluyla karacigerde veya akcigerde tiimdr biiylimesinin
ve/veya metastazinin inhibisyonu olarak potansiyel anti-kanser ozellikler

gostermektedir (Khazaei ve dig, 2018).

Kanser, yasl popiilasyonda yaygin bir patolojidir ve kansere bagli yorgunluk, bu
hastalarin yagam kalitesini daha da diisiiren bir komplikasyondur. Bu durumlarda,
minimum yan etki ile semptomlar1 iyilestirmek i¢in alternatif tip degerli bir se¢im
olmaktadir (Balan ve dig, 2020). Mofid ve ark. (2016) gore, kanser hastalarinin %50°’si
kansere bagli yorgunluk yasamaktadir ve hem RJ hem de islenmis balin uygulanmasi
semptomatolojiyi hafifletebilmektedir. Bu ¢aligmada 26 hastaya giinde iki kez 5 mL
RJ ve iglenmis bal uygulanmis ve sonuglar bir ay boyunca sadece 5 mL bal alan
hastalarin sonuglariyla karsilastirilmistir. Bu klinik arastirmanin sonucunda, bal
aliminin RJ ile desteklenmesinin kansere bagli yorgunlugun iyilestirilmesinde daha

etkili oldugu bildirilmistir.
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Farkli ilag ve bilesiklerin metabolizmasinda ve biyotransformasyonunda anahtar bir
enzim olan sitozolik N asetil transferaz (NAT) tarafindan katalize edilen N-asetilasyon
siirecinin kolorektal, mesane ve meme kanserleri etiyolojisinde 6nemli bir rol oynadigi
one siirliilmiistiir (Khazaei ve dig, 2018). N-asetilasyonu etkileyen RJ, insan karacigeri
tiimdr hiicre hattindaki 2 aminofloren (2-AF) metabolitlerinin metabolizmasini inhibe
etmekte ve J5 hiicrelerinde 2-AF'yi konsantrasyona bagimli bir sekilde azaltmaktadir
(Premratanachai ve Chanchao, 2014). 10-HDA ve insan interferon-alfa (HulFN-aN3)
proteinleri, anti-tliimor yanitiyla ilgili olarak benzer bir aktiviteye sahiptir ve bunlarin
kombinasyonlari, CaCo-2 hiicrelerinde MDA araciligiyla glutatyon seviyesini
diisiirmekte ve lipid peroksidasyon seviyesini arttirmaktadir (Filipi¢ ve dig, 2015). RJ
kaynakli tiim lipofilik fraksiyonlar, insan néroblastomuna kars1 ortak bir anti-tiimdral
etkiye sahip olup; tiimor baslangicini Onlemekte ve insan ndroblastomunun

biiylimesini yavaslatmaktadir (Ahmad ve dig, 2020).

RJ, son zamanlarda oldukga etkili bir antioksidan ve gii¢lii bir serbest radikal
temizleyici olarak 6zel ilgi gérmektedir. Yapilan ¢alismalarda hem RJ (Maghsoudlou
ve dig, 2019) hem de RJ'nin enzimatik hidrolizatlari, su ve alakalin Oziitleri
antioksidan 6zellikleri agisindan test edilmis (Pavel ve dig, 2011), gii¢lii antioksidatif
aktivitesi, bitkiler, mayalar, sicanlar tizerinde c¢esitli in vitro ve in vivo deneysel
modellerde belirlenmistir. Oksidatif strese karst koruyucu aktivitesi ve lipid
peroksidasyonu inhibe edici etkileri yapilan bu deneylerde dogrulanmistir. (Pavel ve

dig, 2011).

RJ'nin antioksidan aktivitesi, ¢esitli kronik ve dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in arastirilmaktadir (Ahmad ve dig, 2020). Klinik ¢aligmalar, RJ
takviyesinin, diyabetik hastalarin eritrositlerinde MDA seviyeleri ve GPx ve SOD
aktiviteleri yoluyla oksidatif stresi azalttigini1 gostermistir (Khazaei ve dig, 2018).,
Nitrik oksit (NO) ve hiicre ici reaktif oksidatif tiirlerin azaltilmasiyla antioksidan etkisi
dogrulanan enzimle islenmis RJ (ERJ), antioksidan glutatyon ve SOD seviyelerinin
etkisini arttirmaktadir. Ayrica ERJ, hem insan hem de hayvan diyetlerinde

kullanilabilecek bir oksidatif ajan olma potansiyeline sahiptir (Gu ve dig, 2018).

Larva transferinden 24 saat sonra toplanan RJ'nin en giiclii antioksidatif etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Pavel ve dig, 2011). RJ'nin bal arisinda, dogal enzimler
tarafindan ar1 poleninin sindirilmesinden sonra iiretildigi ve tiim polen fenolik

bilesiklerinin RJ'de de bulundugu dikkate alindiginda, RJ'nin antioksidan aktivitesinin
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fenolik bilesikler, proteinler ve peptidlerle iligkili oldugu sonucuna varilabilir

(Magsoudlou ve dig, 2019).

Ug hafta boyunca kontamine fumonisin (FB) (200 mg/kg) ve RJ (150mg /kg) ile
beslenen Sprague-Dawley si¢anlarinin beslenmesinde kullanilan RJ’nin, glutatyon
peroksidaz olusumunu iyilestirerek ve lipid peroksidasyonu ve serbest radikal olusumu
etkilerini azaltarak FB'nin zararli etkisini azalttig1 goriilmiistiir. RJ ayrica farelerde
kadmiyum kaynakli genotoksisite ve oksidatif stresi, glutatyon (GSH) yoluyla
antioksidan durumunu iyilestirerek ve malondialdehit (MDA) iiretimini azaltarak
engellemektedir (Cavusoglu ve dig, 2009). Cisplatin ve karbon tetrakloriire maruz
kalan siganlara RJ uygulandiginda, MDA iiretimini azaltarak ve siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
hiicresel antioksidan enzimlerin konsantrasyonunu artirarak karaciger ve bobrek
dokularinda oksidatif strese karsi direng gosterdigi bildirilmistir (Khazaei ve dig,
2018). Ayrica, Sprague-Dawley si¢anlarmnin radyasyonla indiiklenen akciger ve
karaciger hasarinda, RJ'nin radyasyon 6ncesi ve sonrasi uygulanmasi, oksidatif stresi
azaltmada ve antioksidan 6zellikleri artirmada etkili oldugu belirtilmistir (Khazaei ve
dig, 2018). Nabas ve dig. (2014) RJ’nin karaciger ve bobreklerde oksidatif stresi ve
apoptozu modiile ettigini bildirmislerdir. Bir baska calismada ise RJ’nin fumonisin
kaynakli oksidatif stresi azalttifi ve yiiksek bir antioksidan ve serbest radikal
temizleme kapasite kimyasal ajanlarin toksik etkilerini azalttigi gosterilmistir
(Maghsoudlou ve dig, 2019). Pavel ve dig. (2014), RJ proteininden tiiretilen peptitlerin
antioksidan aktivite sergiledigini belirtmistir (Maghsoudlou ve dig, 2019). Jamnik ve
dig. (2012), hiicrede RJ'nin antioksidan etkisini aragtirmak i¢in model organizma
olarak mayay1 kullanmis ve hiicre i¢i oksidasyonu 6l¢miis, hiicre i¢i enerjiyi belirlemis
ve maya hiicre ekstraktinin protein profilini analiz etmislerdir. Sonuglar, RJ’nin hiicre
ici oksidasyonu konsantrasyona bagimli bir sekilde azalttigina ek olarak, biiyiime ve
hiicre enerjisi metabolik aktivitesini biiylime fazina bagli bir sekilde etkiledigini
gostermistir. Protein profili analizi ise hiicredeki RJ'nin reaktif oksijen tiirlerinin
temizleyicisi olarak davrandigini gostermistir. Bagka bir caligmada ise siiperoksit ve
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal ve demir indirgeme giiciinlin siipiirme
yeteneklerini 6lgerek RJ'nin antioksidatif etkisi incelenmistir. Bu calismanin sonucuna
gore, RJ yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Jamnik ve dig, 2012).
Silici ve dig. (2010), RJ’nin farelerde DNA’y1 oksidatif hasardan korudugunu ve ayni

13



zamanda bobrek ve serumdaki oksidatif stres belirte¢ seviyelerini (8-hidroksi-2-

deoksiguanozin) konsantrasyona bagli olarak diisiirdiiglinii bildirmistir.

Yara iyilesmesi 6nemli bir saglik sorunudur ve ¢ok c¢esitli in vivo ve in vitro ¢alismalar,
RJ'nin 6nemli bir rol oynadigim1 gdstermektedir (El-Gayar ve dig, 2016). RJ, yara
lyilestirme aktivitesini artirmaktadir. Hem in vivo hem de in vitro yara iyilestirme
modellerinde, RJ nin etkisi altinda, insan fibroblastlar1 kollajen salgisini ve olusumunu
azaltarak go¢ edebilmis ve sfingolipid seviyelerini artirmistir. Boylelikle RJ, pul pul
dokiilmiis deri lezyonlarinin iyilesme siiresini kisaltmistir (Pasupuleti ve dig, 2017)
Bazi raporlar, RJ'nin, graniilasyon dokusunda eksiidasyonu ve kolajen olusumunu ve
streptozotosin ile indiiklenen diyabetik siganlarda artirilmis yara iyilesmesini azaltarak

bir anti-enflamatuar etkiye sahip oldugunu gostermistir (Khazaei ve dig, 2018).

Pikril kloriir ile muamele edilmis NC/Nga farede atopik dermatit benzeri deri
lezyonlarinin gelisimi, RJ ile muameleden sonra azalmaktadir. Bu, antijene 6zgii
interferon-gama (IFN-) iiretiminin asagi-regiiliilasyonu ve NO sentazinin yukari
regiilasyonu ile elde edilmektedir (Taniguchi ve dig, 2003). Yapilan bir ¢alismada,
farkli RJ konsantrasyonlarma sahip merhemlerin, 5-florourasil kaynakli hasari
konsantrasyona bagli bir sekilde ve 6nemli dl¢iide iyilestirdigi gosterilmistir (Pavel ve
dig, 2011); bu, RJ'nin topikal uygulamasinin kemoterapi ile indiiklenen siddetli oral
mukozit iizerinde iyilestirici bir etkiye sahip olabilecegini diisiindlirmektedir

(Suemaru ve dig, 2008).

Immiinomodiilatér yanit, antikor olusumunun aktivasyonu veya beyaz kan hiicresi
aktivitelerinin inhibisyonu yoluyla alerji, kanser ve inflamasyonda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Ahmad ve dig, 2020). Cesitli in vitro ve in vivo deneylerle, RJ ve
bilesenlerinin bagisiklik sistemi iizerindeki destek etkileri arastirilmis ve
kanitlanmistir. RJ, bagisiklik sisteminin enfeksiyonlarla savasmasina yardimci olan
amino ve gama globiilin, doymamis yag asitleri, hormonlar, enzimler, proteinler, E ve

A vitamini icermektedir (Pavel ve dig, 2011).

Cocuklarda sistemik lupus eritematozus (SLE) ile ilgili ilk insan ¢aligmasi, SLE'deki
RJ tedavisinin etkisinin, ii¢ aylik uygulamadan sonra 6nemli bir iyilesme gosterdigini

ortaya koymaktadir (Zahran ve dig, 2016).

RJ su 6ziitii, biyolojik ve giiclii immiinomodiilator aktiviteye sahiptir (Vucevic ve dig,

2007). RJ'den izole edilen yag asitlerinin (10HDA ve 3-10-dihidroksidekanoik asit),
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konsantrasyona bagli olarak farkli sekillerde sican dendritik hiicresinde ve T hiicresi
es kiiltiirlerinde bagisiklik tepkisini diizenledigi bildirilmistir (Pavel ve dig, 2011). RJ
ve 3,10-HDA'min daha diisiik su 6ziitii konsantrasyonu, konkanavalin A'y1 (Con-A)
tetikleyerek T-hiicresi ¢cogalmasini aktive etmekte ve daha yiliksek bir RJ su oziitii
konsantrasyonu, IL-2 iiretimini arttirirken kuru RJ tozu ve trans-10-HDA, IL-2 ve NO

tiretimini azaltarak T hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir (Ahmad ve dig, 2020).

RJ’nin geleneksel olarak hafizayr gelistirdigi, yaslihigi onledigi, enerjiyi artirdig,
kaygiy1 azalttigi ve hiperaktif denekleri sakinlestirdigi bilinmektedir (Pavel ve dig,
2011). RJ, noroprotektif etkisiyle zihinsel islevleri harekete gecirmektedir. Glinliik RJ
aliminin bal arilarinda ve siganlarda hafiza yeteneklerini ve 6grenme becerilerini
pekistirdigi bildirilmistir. Hatta bu dogal iirlin, ndron biiylimesini uyarmakta,
hipokampal graniil hiicrelerinin yenilenmesini indiiklemekte ve merkezi sinir sistemini

oksidatif yaralanmalara kars1 korumaktadir (Bélan ve dig, 2020).

RJ ve sinir hiicreleri iizerinde etkisi olan bazi bilesikleri ile ilgili ¢aligmalar
bulunmaktadir (Pavel ve dig, 2011). RJ'nin merkezi sinir sistemi lizerindeki potansiyel
etkisi yapilan ¢aligmalarda beyin dokusunun hasarin1 ve 6liim derecesini azalttigi
gosterilerek dogrulanmistir (Ahmad ve dig, 2020). RJ hem periferik hem de merkezi
sinir sistemlerinde bir norotransmiter olan ve somatik sinir sisteminin motor
boliimiinde kullanilan tek ndromodiilator olan asetilkolini biiyiik miktarlarda
icermektedir (Pavel ve dig, 2011). Son zamanlarda, RJ'nin her tiir beyin hiicresinin
noral kok hiicrelerden farklilasmasini artirdig: bildirilirken (Pavel ve dig, 2011), RJ'nin
doymamis yag asidi Ozelligi olan 10-hidroksi-trans-2-dekenoik asidin (HDEA),
ndronlarin olusumunu ve ndral kok hiicrelerden gelen astrositleri azalttig: bildirilmistir
(Ahmad ve dig, 2020). Ayrica RJ, yetigkin fare beyninin hipokampiisiinde ndrotrofik
ve noroprotektif roller oynamistir (Pavel ve dig, 2011). Insanlarda, alt1 ay boyunca 3
g RJ alim1 glukoz toleransini, eritropoezi ve zihinsel saglig1 yiikseltmistir (Ahmad ve

dig, 2020).

RJ, 6zel proteinlerin, peptidlerin ve 10-HDA'nin varligindan dolay farkli patojenlere
kars1 giiclii antimikrobiyal 6zellikler gostermektedir (Ahmad ve dig, 2020). Tiim bu
antibakteriyel bilesenlerin arilarin bagisiklik sisteminde yer aldigi varsayilmaktadir

(Pavel ve dig, 2011).
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Pek cok arastirmaci, RJ'nin baslica antibakteriyel 6zelliginin, 10-HDA'nin 6zel on
karbon yapisina atfedildigini bildirmistir. Ek olarak, RJ'de apisimin, apalbumin a,
jeleines I, II, III ve IV ve royalaktin igeren birka¢ antimikrobiyal peptid bulunmustur
(Barnutiu ve dig, 2011). Antibakteriyel peptitler, hiicre zarinin anyonik fosfolipitleri
ile etkilesime girmelerine ve onu ¢okertmelerine izin veren lizin, arginin ve histidin
kalintilarinin varlig1 nedeniyle pozitif olarak yiliklenmektedir (Ahmad ve dig, 2020).
Royalisin, sistein kalintilar1 arasinda ii¢ molekiil i¢i disiilfiir bagina sahiptir ve farkh
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri tiirlerine karsi giiclii antibakteriyel aktivite
gostermektedir (Bilikova ve dig, 2015). Ek olarak, dogal jelleinler Gram pozitif
bakterileri (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Paenibacillus larvaea) ve Gram
negatif bakterileri (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) inhibe edebilmektedir
(Ahmad ve dig, 2020). In vitro ¢alismalar, RJ'den izole edilen royalaktinin metisiline
direngli Staphylococcus aureus dahil olmak iizere bir dizi gram pozitif ve gram negatif

bakteri lizerinde etkinligini kanitlamaktadir (Boukraa ve dig, 2008).

10-HDA, Royalisin ve Jellein I, II, III gibi bu tiir RJ bilesimleri, farkh
mikroorganizmalara kars1 antibiyotik etki gostermektedir (Moselhy ve dig, 2013). 10-
HDA’nin Neurospora sitophila, Micrococcus pyogenes, E. coli (Blum ve dig, 1959),
Staphylococus aureus, Streptomyces griseus ve smiflandirilmamis ii¢ Streptomyces
susu, Bacillus subtilis gibi mantar ve bakterilere karsi antibiyotik etki gosterdigi

bildirilmistir (Fratini ve dig, 2016).

Royalisin, diger antibakteriyel peptitlere de genis sekans homolojisi olan, fonksiyonel
proteinlerden biridir. Gram negatif ve gram pozitif bakterlerin ve mantarlarin
biiyiimesi lizerinde inhibe edici etkiye sahiptir (Bilikova ve dig, 2015). Royalisin’in,
Lactobacilus helveticus, Clostridium, Corynebacterium, Leucnostoc, Staphylococcus,
Streptococus, E. coli, S. aureus, S. griseus ve ayrica, bal aris1 larvalarinda 6liimciil bir
hastalik olan Amerikan yavru ciiriikliigiine neden olan bir bal aris1 patojeni olan
Paenibacillus larvae (Maghsoudlou ve dig, 2019) tiiriine kars1 biiylime 6nleyici etkisi
vardir (Khazaei ve dig, 2018). Royalisin-D'nin antimikrobiyal aktivitesi de
(royalisin'in C-terminalinde fazladan on bir amino asit kalintis1) royalisininkine

benzemektedir (Fratini ve dig, 2016).

Jellein I, II, IIT ve IV, RJ'deki diger 6nemli antibakteriyel peptidlerdir. Jellein I, II, III,
maya, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars: etkilidir (Boukrag ve dig, 2009).

Jellenie (I — IV) arasindaki fark kiigiik olmasina ragmen, dizide yalnizca bir kalint
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farklilig1 vardir, bu kiiciik fark antibakteriyel aktiviteleri iizerinde dnemli bir etkiye
sahiptir. Jelleine I — III, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterileri inhibe
edebilirken, Jelleine-IV inhibisyon 6zelligi gostermemektedir (Fontana ve dig, 2004).
Ayrica, fosforile edilmis jelleinler (Jellein-II (pT) ve Jellein-II (pS), E. coli ve B.
subtilis, P. larvae ve E. coli ile savasabilmektedir (Han ve dig, 2014).

RJ ve nisasta karisimi, S. aureus ve E. coli'ye kars1 antibiyotik etkisi gosterirken, RJ
ve bal karisimi, S. aureus’a karsi in vitro kiimiilatif veya sinerjik etkiler ve diyabetik

ayak enfeksiyonuna kars1 antibiyotik etki gdstermistir (Maghsoudlou ve dig, 2019).

Uzuvlan tehdit eden diyabetik ayak enfeksiyonu olan 60 diyabet hastasi iizerinde
yiriitilen bir ¢aligma, kutandz ilserlerin ve derin doku enfeksiyonlarmin RJ ve
pantenol iceren merhem ile basarili bir sekilde tedavi edilebilecegini gostermistir

(Abdelatif ve dig, 2008).

RJ’nin Ostrojenik etkisi hem in vitro hem de in vivo deneylerde gosterilmistir. Bu
etkiye Ostrojenik reseptorler (ER) ile etkilesim aracilik etmektedir. Bir sigan
modelinde giinlik RJ uygulamasi, yumurtalik hormonlarin1 ve folikiiler gelisimi
desteklemis ve dogurganlik parametrelerini iyilestirmistir. RJ aym1 zamanda oosit
olgunlagmasini, redoks durumunu ve kiimiiliis ooforu i¢indeki aktive glikoz yollarin
tyilestirmistir (Eshtiyaghi ve dig, 2016). Bir baska ¢alisma, RJ uygulamasinin, eksojen
progesteron ile, benzer sekilde, Avassi koyunlarinda gebelik oranimi ve Ostrojenik

yanit artirdigini géstermistir (Husein ve Kridli, 2002).

Piyasada diyabetin zorluklarmi kontrol etmek ve azaltmak icin bir¢ok ilaca
erisilebilmekte, ancak hastalara en fazla terapdtik faydayr ve minimum yan etkiyi
saglamak i¢in yeni teknikler gerekmektedir. Klinik bir ¢alismada, saglikli kisilerde RJ
uygulamasindan sonra serum glikoz seviyeleri 6nemli dl¢lide azaldigr bildirilmistir
(Miinstedt ve dig, 2009). RJ takviyesi, insiilin konsantrasyonunu artirarak serum
glikosile edilmis hemoglobin seviyelerinde ve aclik kan sekeri (FBG) seviyelerinde
onemli disiisler gosterdiginden, bu durumun diyabet sonuglarin1 kontrol etmeye
yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir (Pourmoradian ve dig, 2014). RJ uygulamasi,
toplam antioksidan kapasiteyi arttirmakta ve tip-2 diyabetik hastalarda insiilin direnci
icin homeostaz modeli degerlendirmesini azaltmaktadir (Shidfar ve dig, 2015). Alt
hafta siireyle diyabetli sicanlara RJ verilmesi (100 mg/kg) {irik asit, {ire, alblimin,

kreatinin ve karaciger ve bobregin histopatolojik varyasyonu dahil olmak iizere idrar
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parametrelerini iyilestirmistir (Ghanbari ve dig, 2016). RJ diyabetik hastalarda serum
trigliserit, diisiik yogunluklu lipoprotein, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein, yliksek
yogunluklu lipoprotein, kolesterol ve ApoA-1 diizeyini 6nemli Olciide iyilestirerek

glisemik durumu, oksidatif stresi ve lipit profilini artirmistir (Okamoto ve dig, 2003).

Luteinize edici hormon (LH) ve folikiilo uyarict hormon (FSH), liremede rol oynayan
gonadal hormonlar olup seviyeleri dstrojen ve inhibin kontrolii altindadir. Ayrica bu
hormonlar dogal yaslanma siirecine dahil olmaktadir. Gen¢ kadinlarda, yiiksek
miktarda 6strojen FSH'yi korur ve LH azalir (Takahashi, 2012). Menopozda, luteal
gerileme ile iligkili folikiiler boyutun kiigiilmesi, Ostrojen ve inhibinin diizenli
salimimini etkileyerek anormal FSH salgilanmasina yol agar. RJ’nin diyette takviye
edici olarak tliketiminin, yag asitleri, 6zellikle 10-hidroksil-2-dekenoik asit igerigi
nedeniyle bu siirecte ¢cok yararli oldugu bildirilmistir. Bu bilesik, dstrojen sentezini
arttirtr ve diisiik serum FSH ve LH seviyelerini korur. Ayrica, 10-hidroksil-2-dekenoik
asidin yaglanmaya bagl folikiiler tilkenmeyi onlemede ve hormonal regiilasyonu

giiclendirmede ¢ok etkili oldugu rapor edilmistir (Takahashi, 2012).

RJ, kralige bal arilariin ve diger birkag tiiriin yasam siiresindeki artis ile iliskilidir ve
yash siganlarda yasam kalitesini iyilestirir (Pyrzanowska ve dig, 2014). RJ ve ERJ
uygulamasi, Caenorhabditis elegans'ta yaslanmayr ve yasa bagli bozuklugu
geciktirme; uzun omiirliiliigii ve stres direncini gelistirme potansiyeline sahiptir (Wang
ve dig, 2015). ERJ ve enzimle muamele edilmemis RJ (NRJ), genetik olarak heterojen
erkek farelerde yasa odaklanan motor bozuklugunu etkilemektedir. Ayrica, yasa bagh
varyasyonlar, ileri yasta kas lifi boyutunu, kas uydu hiicre belirteclerini ve RJ ile tedavi
edilen farelerde katabolik genleri etkilemektedir. Bu nedenle RJ, motor fonksiyonlar
diizenleyerek yaslanma sirasinda yasam kalitesini iyilestirmek i¢in yararli olma

potansiyeline sahiptir (Okumura ve dig, 2018).

Aragtirmacilar, RJ ile tedavinin, kollajen ¢apraz baglanmasini uyardigini ve in vitro
kollajen degistirici enzimlerin gen ekspresyonunu artirdigin1 6ne siirmektedir. Bu
verilerden yola ¢ikarak, RJ, tip I kollajenin posttranslasyonel modifikasyonlarini

diizenleyerek kemik kalitesini iyilestirdigi bilinmektedir (Kaku ve dig, 2014).

RJ, INK-AP-1 ve p38 sinyal yollarinin inhibisyonu yoluyla matris metaloproteinaz
(MMP) aktivitesini baskilayarak kolajen iiretimini artirir ve doniistiiriicii biiylime

faktorii-bl (TGF-bl) iiretimini inhibe eder (Yang ve dig, 2010). Onemli yan etkilere
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sahip olmayan RJ ile tedavi edilen yumurtalik ameliyati kaynakli dstrojen eksikligi
olan sicanlarda, artan kolajen iiretimi yoluyla cilt yaslanmasina kars1 koruyucu etki

tespit edilmistir (Koya-Miyata ve dig, 2004).

1.1.2 Kestane bal

Bal, nektar1 bitkilerden veya yaprak bitlerinin (Rhynchota cinsine ait bitki emici
bocekler) salgilarindan toplayan Apis cinsinden arilar tarafindan iiretilir. Besin degeri
yiiksek, sekerlere asir1 doymus, tath ve lezzetli dogal bir iirtindiir (Miguel ve dig,

2017).

Sekerlerin yan1 sira balda mineraller, polifenoller, vitaminler, karotenoidler, amino
asitler, proteinler, enzimler (glikoz oksidaz ve katalaz), organik asitler ve ugucu
bilesikler gibi diger kiiciik bilesenler bulunur. Oligosakkaritlerle iliskilendirilen
prebiyotik etkilere ek olarak, balin bildirilen biyolojik 6zelliklerinin (6rn. antioksidan,
antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuar, {iilser Onleyici, immiinomodiile edici,
vazodilatif, hipotansif, antihiperkolesterolemik, antibrowning, dezenfektan ve
antitiimor) ve uygulamalarinin ¢ogu, bu kiigiik bilesenlere atfedilebilir. Bununla
birlikte, her balin 6zel bilesimi, biiyilik dl¢giide ¢icek kaynagina, cografi bolgeye ve
mevsime ve ayrica hasattan sonra gerceklestirilen isleme baghidir (Viuda-Martos ve

dig, 2008).

Diinyanin dordiincii en biiyiik bal iireten {ilkesi olan Tiirkiye; iklim, topografik yap1 ve
bitki florasinin zenginligi gibi bal iiretimi i¢in uygun kosullarin ender bir karigimina
sahiptir. 2006 yilinda Tirkiye’nin yillik bal iiretimi 80.000 ton olarak bildirilmistir.
Tirkiye ¢ok cesitli monofloral (kestane, ¢am, ormangiilii, akasya, kekik, astragalus,
turunggiller ve giines cicekleri) ve heterofloral ballar tiretmektedir (Kolayli ve dig,

2008).

Kestane bal1 gibi bal 6rneklerinde polen konsantrasyonlar1 %90 ve lizerinde oldugunda
monofloral bal olarak tanimlanmaktadir (Alkan, 2020). Monofloral ballar arasinda
kestane (Castania sativa L.) daha koyu bir renge sahiptir. Her y1l yaklagik 1000-ton
kestane bali liretilmektedir. Astim, solunum hastaliklar1 ve kanser i¢in iyi bir etno-gare

olduguna inanilmaktadir (Kiiciik ve dig, 2007).

Kestane bal1 (Chestnut Honey, CH), arilarin kestane agacinin belirli bir ddneminde bu

agacin ¢iceklerinden topladiklar1 6zlerden elde edilen bir bal tiiriidiir (Rodriguez-
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Flores ve dig, 2016). CH koyu renkli, giiglii bir tada, belirgin, yogun aromaya sahiptir
ve agizda aci bir tat birakir (Alissandrakis ve dig, 2011).

Kestane agaglarimin cicek acmaya basladigr haziran ayinda yogun ¢alisan arilar
sayesinde elde edebilen bu bal, bir¢ok cigek balindan daha az iiretilebildigi i¢cin daha
degerli ballar arasinda kabul edilmektedir (Alkan, 2020). Ayrica bal iiretiminde
kestanenin 6nemi, bitkinin bol nektar salgilamasinin Avrupa'nin en iyi nektar ve polen

ireticilerinden biri olmasindan kaynaklanmaktadir (Oddo ve dig, 2004).

1.1.2.1. Kestane balimin kimyasal bilesimi

Bal aris1 bali, fruktoz ve glikoz (%80-85), su (%15-17), kiil (%0,2), proteinler ve
amino asitler (%0,1-0,4) ve eser miktarda enzim, vitamin ve fenolik bilesikler gibi
diger maddeler dahil olmak iizere ¢esitli molekiiller iceren yapiskan bir ¢ézeltidir (Rao

ve dig, 2016).

Balin bilesimi, arinin nektar tiikettigi bitki tiirlerine bagli olarak degisir. Ancak,
diinyadaki hemen hemen tiim ballar, kafeik, elajik, ferulik ve p-kumarik asitler dahil
olmak {izere benzer tipte fenolik asitler; apigenin, chrysin, galangin, hesperetin,
kaempferol, pinocembrin ve quercetin gibi flavonoidler ve tokoferoller; askorbik asit,
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve indirgenmis glutatyon (GSH) gibi
antioksidanlar icermektedir (Rao ve dig, 2016). Ek olarak igeriginde, askorbik asit
(Vitamin C), tiamin (Vitamin B1), pantotenik asit (Vitamin BS), riboflavin (Vitamin
B2), nikotinik asit (Vitamin B3), piridoksin (Vitamin B6), biotin (Vitamin B8)), folik
asit (Vitamin B9) ve siyanocobalamin (Vitamin B12) dahil olmak {izere ¢esitli

vitaminler mevcuttur (Ciulu ve dig, 2011).

Kestane balinin ugucu fraksiyonunu ilk kez 1986 yilinda arastirilmis (Bonaga ve dig,
1986) ve cicek kaynagina 6zgii olarak 3-aminoasetofenon tanimlanmistir. Sonraki
calismalar, isaretleyici bilesikler olarak asetofenon, 2-aminoasetofenon ve 1-
fenletnanoliin varligini ortaya ¢ikarmistir (Guyot ve dig, 1998). Baska bir ¢calismada
diger bir aminoasetofenon izomeri olan 4-aminoasetofenonun kestane balinin 6zelligi
oldugu bildirilmistir (Jerkovi¢ ve dig, 2007). Asetofenon ve 2-aminoasetofenonun
Oonemli bir aroma indeksi vardir (Bonvehi ve Ventura-Coll 2003) ve bu nedenle kestane
balinin tadina katkida bulunmaktadir. Ayrica, furan tiirevlerinin kestane balinda daha

yiiksek miktarlarda mevcut oldugu goriilmektedir (Radovic ve dig, 2001).

20



Balin biyolojik olarak aktif ozelliklerinin biiyiik cogunlugu, matrisindeki ikincil
metabolitlerden kaynaklanir. Fenolik icerik bakimindan zengin oldugu bildirilen
kestane balindaki biyoaktif bilesikler ile balin unifloral 6zelligi arasindaki iliski
yapilan c¢alismalarda kanitlanmistir. Bu c¢alismalara gore kestane balinin fenolik
bilesiklerinin bliylik ¢ogunlugu, yogunlagtirllmig tanenlerden elde edilmistir.
Tanenler, ¢cok sayida antosiyanin benzeri molekiilden olusan fenolik polimerlerdir
(Shrivastava, 2011). Kestane balindaki toplam tanen veya yogunlastiriimis
flavonoidleri ortaya ¢ikarmak i¢in fenolik bilesikler asit hidrolizine maruz birakilarak
analiz edilmistir. Kestane ballarinin fenolik profilinde HPLC'de on {i¢ fenolik bilesen
tanimlanmistir. Luteon ve siringik asit haricinde, p-OH benzoik, kiimarik asit,
protokatekuik asit ve kafeik asit, test edilen maddeler arasinda baslica fenolik

bilesikler olarak tanimlanmistir (Kolayl ve dig, 2016).

Genel olarak, agik ¢icek ballari, bal 6zii, kestane veya funda gibi koyu ballardan daha
diistik bir mineral i¢erigine sahiptir. Bu anlamda kestane balinda 6zellikle K, P, Mg ve
Ca mineral igerigi diger cicek ballarina gére daha yiiksek kabul edilmektedir (Kropf
ve dig, 2010).

Kestane balinin protokatekuik, p-OH benzoik asit (Can ve dig, 2015) ve potasyum
acisindan zengin oldugu bildirilmistir. Potasyumdan sonra en bol bulunan elementler

kalsiyum ve magnezyumdur (Kolayl ve dig, 2016).

1.1.2.2 Kestane balinin biyolojik aktivitesi

Saf kestane bali koruyucu ve tamamlayici bir tiir oldugu i¢in apiterapik potansiyeli
yiiksektir. Diizenli bal tiikketimi, inflamatuar hasar1 azaltmaya ve insan savunma

sistemlerini giliglendirmeye katkida bulunabilir (Kolayl1 ve dig, 2016).

Kestane balmin yiliksek fenolik icerigi ve flavonoidleri nedeniyle 6zellikle yiiksek
biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Alissandrakis ve dig, 2011). Yapilan
caligmalar, kestane bali bilesenlerinin in vitro anti-timoral, antioksidan,
antimikrobiyal ve antiinflamatuar aktivitelerini gosterirken (Kunci¢ ve dig, 2012); in
vivo ve in vitro caligmalar, kestane balinin hepatoprotektif, antililserojenik ve
monoaminoksidaz inhibe edici etkiler gibi birgok aktif biyolojik o6zellige sahip

oldugunu gostermistir (Nasuti ve dig, 2006).
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Tatl kestane ballar1 i¢in yiiksek antioksidan potansiyeli birgok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir (Rodriguez-Flores ve dig, 2016). Sarikaya ve digerleri (2009), kestane
propolis ve kestane ballarinin, antioksidatif aktivitesinin bir sonucu olarak insanlari
zararli oksidatif siireclerden koruyabilecegini belirtmistir. Bu bal tiirii, Ispanya'da
tiretilen en yliksek antioksidan aktiviteye sahip unifloral ballara dahil edilmektedir.
Galigya ballarinin botanik kdken, toplam fenol ve flavonoid igerigi ve antioksidan
aktivitesi arasindaki iliski detayli olarak Escuredo ve dig. (2013) tarafindan analiz
edilmistir. Okaliptiis veya bogirtlen bali1 gibi diger bal tiirleriyle karsilastirildiginda
kestane ballarinin en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip monofloral ballar oldugu

sonucuna varmiglardir (Rodriguez-Flores ve dig, 2016).

Kolayli ve dig. (2008) Tiirkiye'den se¢ilmis 3 bal tiiriiniin (kestane, Bayburt ve Anzer)
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmistir. Bu calisma sonucunda
incelenen ballarin yiiksek polifenol seviyelerine sahip oldugu ve yiiksek antioksidan
aktivite sergiledigi goriilmistiir. Antimikrobiyal aktivite testleri, tiim bal 6rneklerinin
K. pneumonia, H. pylori ve S. aureus'u orta derecede inhibe ettiini gdstermistir.
Anzer ve kestane ballari, ii¢ bakteriye kars1 daha yiiksek antimikrobiyal aktivite
gostermistir. 1ki mayaya (C. Albicans ve C. tropolis) kars1 antimikrobiyal aktivite
gbzlenmemistir. Bal 6rneklerinin iyi bir antioksidan kaynagi oldugu ve diyette iyi bir
antioksidan kaynagi olabilecek antimikrobiyal ajanlar oldugu kanitlanmistir. Bu
ballarin ¢esitli hastaliklara karsi savasmak i¢in ve ayrica yara, gastrit ve llser

tedavisinde de kullanilabilecegi bildirilmistir.

Kestane balinin sican modelinin yanik yaralari lizerindeki iyilestirme potansiyelini
incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada si¢anlarda olusturulan topikal yanik yaralara
tuzlu su, topikal bal sargis1 veya giimiis siilfadiazin bandajlar1 uygulanmistir. Bir grup
fareye de bal serbeti (icecek olarak, bal-su ¢ozeltisi) verilmistir. Topikal bal pansumani
ile tedavi edilen ve bal serbeti ile beslenen sicanlardaki, yanik yarasinin en hizli, etkili

ve tam iyilesme gosterdigi sonucuna ulasilmistir (Meteoglu ve dig, 2015).

Yildiz ve dig. (2013) kestane arisi poleninin karbon tetrakloriir (CCls) kaynakli
karaciger hasarina kars1 hepatoprotektif etkilerini arastirmigtir. CClg, hiicresel ve organ
hasarlarinin lipid peroksidasyonuna neden olan serbest radikallerin olusumunu artiran
hepatotoksik bir ajandir. Yapilan ¢alisma sonucunda kestane poleninin 6nemli besinler
icerdigi ve yiiksek antioksidan 6zelliklerin faktorleri olan bir¢ok fenolik bilesige sahip

oldugu ortaya ¢ikmistir. Kestane poleninin, hepatositlerin CCl4 maruziyetinin neden
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oldugu oksidatif stres ve toksisiteden korunmasinda oldukc¢a faydali biyolojik
faaliyetler sergiledigi gosterilmistir. Ayrica, kestane poleninin, oksidatif stresin
inhibisyonunu artiracak bir gida katki maddesi olarak giinliik insan diyetine giivenle
dahil edilebilecegi ve hepatoseliiler patolojilerin tedavisinde silibine alternatif olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Kynurenine yolagi deregiilasyonunun, bagisiklik sistemi antikanser aktivitesinin
degistirilmesi yoluyla kanserin ilerlemesine yol acabilecegini gosteren g¢alismalar
vardir (Adams ve dig, 2012). Kynurenin yolunun son metaboliti olan KYNA, farkl
hiicre tiirleri tarafindan endojen olarak iiretilmektedir (Turski ve dig, 2013) ve
ndroprotektif ve antikonviilzan 6zellikler gibi biyolojik rolii olduguna dair ¢aligmalar

bulunmaktadir (Adams ve dig, 2012).

Kynurenine yolu tatli kestane balinin (Castanea sativa L.) ¢igek kokenli saglam bir
belirteci olarak kabul edilmistir. Kestane bali, tiim gida tiirleri ve diger tiim bal tiirleri
arasinda, son derece istah agici bal arist besleme kaynaklart C. sativa nektart ve
poleninden kaynaklanan, bilinen en yiliksek KYNA icerigine sahiptir. (Beretta ve dig,
2021)

Beretta ve dig. (2021) genellikle kestane balinda kombinasyon halinde bulunan
alkaloitlerden triptofandan tiiretilmis endojen metabolit olan kynurenik asitin (KYNA)
ve 3-2 ' pyrrilonidinyl-kynurenik asidin (3-PKA-L) laktam formunun in vitro inhibitor
ozelliklerini Kastrasyona Direngli Prostat Kanseri Hiicre Hatti (CRPC) iizerinde
incelemistir. Bu calisma sonucunda ilk kez CRPC hiicrelerinde 3-PKA-L'min rolii
gosterilmistir. Bu molekiil, KYNA ile karsilastirildiginda, insan CRPC hiicrelerine
kars1 giiclii bir sitotoksik aktivite gostermistir. 3-PKA-L, antikanser etkilerini, CRPC
hiicrelerinin apoptozunu tesvik ederek, o6zellikle de ekstrinsik yolun proteininin

diizenlenmesi yoluyla uygulamistir.

Kolayli ve dig. (2016) kestane ballarinin antiinflamatuvar kapasitelerini belirlemek
amaciyla, hyaluronidaz ve ilireaz enzim inhibisyon testleri yapmistir. Bu calisma
sonucuna gore kestane balmin ireazi 12 ila 34 mg/mL inhibisyon
konsantrasyonlarinda (ICso); hyaluronidazi degisen ICso degerlerinde (76 ila 129
mg/mL) inhibe etmistir. Bu inhibisyon degerlerinin balin unifloral karakteri ile iliskili

oldugu bildirilmistir.
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3 farkli balin (kestane, heterofloral ve ormangiilii bali) biyolojik aktivitelerini
belirlemek icin yapilan calismada, ballarin siiperoksit radikali ve peroksinitrit
temizleme aktiviteleri testi sonucuna gore kestane bali sulu 6ziitiiniin, diger iki bal ile
karsilastirildiginda en yiiksek siiperoksit siipiirme aktivitesini sergiledigi bildirilmistir.
Tiim bal tiirleri i¢in Slgiilen indirgeme giicii sonucunda drnekler arasinda en yiiksek
aktiviteyi kestane balinin gosterdigi bildirilmistir (kestane bali> heterofloral bal>

ormangiilii bal) (Kiigtik ve dig, 2007).

E. coli ve P. aeruginosa fajlarinin ve kestane balinin tek basina ve kombine etkisi, in
vitro (polistiren) ve ex vivo (domuz derisi) modeller kullanilarak ve bu bakterilerin tek
ve ¢ift tir biyofilmlerine karsi test edilmistir. Genel olarak, birlesik faj-bal
formiilasyonlari, muhtemelen balin bakteri hiicre zarina zarar verme kapasitesinden ve
ayrica biyofilm matriksine niifuz etme, sonraki faj enfeksiyonunu tesvik etme ve
artirma kabiliyetine bagli olarak daha yiiksek etkinliklere neden oldugunu
bildirilmistir (Oliveira ve dig, 2018).

Atalay ve dig. (2019) kestane bali (CH) ve RJ’nin alkali yanik sonrasi kornea
iyilesmesi lizerindeki potansiyel roliinii arastirmistir. Wistar sicanlarinin kornealarinda
NaOH ile olusturulan alkali yaniklar RJ ve CH gruplari i¢in %1; RJ-CH tedavi grubu
i¢cin %0.05 RJ ve %0.05 CH igeren bir soliisyon ile kontrol grubu i¢in de %0.15 Na-
HA (Eyestil™, SIFI S.p.A.) gbz damlasi ile giinde 4 kez muamele edilmistir. Sonuglar
CH-RIJ ile tedavi edilen grupta, tekrarlanan 6l¢iimlerde iyilestirilmis kornea iyilegsme
skorlar1 ve 04P1 integrin boyama ozellikleri acisindan daha iyi tedavi yontemi

olabilecegini gostermistir.

Literatiir arastirmalar1 sonucu ar1 siitli (RJ) ve kestane balinin (CH) yiiksek biyolojik
ozelliklere sahip oldugu anlagilmaktadir. Bursa Teknik Universitesi’nde yiiriitiilmekte
olan bir projede ar1 siitli; yiirlitilen bir tezde ise kestane bali calisilmaktadir.
Literatiirde bu iki {iriinlin karistm halinde kullanilmasiyla ilgili calisma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda ar1 siitii kestane bali karisiminin Folin-Cioalteu
yontemi ile toplam fenolik igeriginin ve FRAP ve ABTS testleri ile antioksidan
aktivitesi belirlendikten sonra Gram pozitif, Gram negatif bakteriler, maya ve kiifler
tizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin; saglikli insan akciger epitelyal hiicre hatti
(BEAS-2B) ve akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) iizerinde ndétral kirmizisi alim
(NKA), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve tek hiicre
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jel elektroforezi (Comet) testleri kullanilarak sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik

aktivitelerinin test edilmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyaller

2.1.1 An Siitii ve Kestane Bal

Ar siitii ve kestane bali Dikbiyik Ar1 Uriinleri (Bursa) sirketinden 2020 sezonuna ait
liriin taze temin edilmistir. Soguk zincir kosullarinda laboratuvara getirilmis olan ar1
siitli, analizlerin baslama siiresine kadar -20°C’de; bal ise oda sicakliginda muhafaza

edilmistir. Uriin gorselleri Sekil 2.1°de verilmistir.

, { DIKBIYIKY,
Ui |
| kestane bl /

Sekil 2.1 : Dikbiyik Ar1 Uriinleri (Bursa) sirketinden temin edilen ari siitii ve kestane
bali.

2.1.2 Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler; RPMI-1640 (Sigma), Tripsin-EDTA
(Gibco), Fetal Sigir Serum (FBS) (Sigma), Penisilin/Streptomisin (Sigma), Phosphate
Buffer Saline (PBS) (Sigma), Notral Kirmizi (Sigma), Asetik Asit (Glasiyel, %99)
(Sigma), (Merck), Dimetil sulfoksit (DMSO) (Merck), Etil Alkol (Etanol) (Sigma),
Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (Gibco), , Tripan Mavisi (Sigma),
Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck), Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck), 3-(4,5-
Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5- difeniltetrazolyum bromiir (Sigma), Low Melting agar,
2,2',2"2"-(Ethane-1,2-diyldinitrilo)tetraacetic acid (EDTA), Hidrojen Peroksit,
Triton-X-100, Etidyum bromiir, N-Lauroylsarcosinat, Nutrient Broth ve Agar (NB ve
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NA) (Oxoid), Sabouraud Dekstroz Broth ve Agar (SDB ve SDA) (Oxoid), Mueller-
Hinton sivi besiyeri (MHB) (Oxoid), Tween-80 (Oxoid), Folin (Merck), Na>Cos
(Emsure), Gallik Asit (Roth), Trolox, ABTS, K2S.08, Asetat, Fe2S04.7H20, FeCls,
HCI, TPTZ, Metanol’diir.

2.1.3 Deneylerde Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Deneylerde kullanilan arag ve geregler; Karbondioksit (CO2) inkiibatérii (Panasonic),
Distile Su Cihaz1 (Merck), Derin Dondurucu (-20°C) (Argelik), Hassas Terazi
(UniBloc), Lam (26x76 mm) (Marienfield), 96 Kuyucuklu Plaklar (SPL), Manyetik
Karistiricr (BioCote), Mikropipet (100-1000ul) (Eppendorf), Buzdolab1 (Argelik,
Beko), Mikropipet (30-300 pl 8 kanalll) (Eppendorf), Derin Dondurucu (-80°C)
(Arctico), Inverted Mikroskop (Olympus), Mikropipet (20-200ul) (Eppendorf),
Mikrosantrifiij (Beckman Coulter,), Otoklav (Hirayama), pH metre (Mettler Toledo),
Mikroskop (upright) (Zeiss), Steril membran filtre (0,22p) (Isolab), Pipet tabancasi
(Thermo), Steril enjektér (2 ve 10 ml’lik) (Set Inject), Santrifiij (Onilab),
Spektrofotometre (BioTek), Steril Kabin (Telstar), Yatay Hiicre Kiiltiiri Sisesi
(75cm?2) (Isolab), Sayim lami-Thoma lami (Isolab), Steril pipetler (10 ve 25ml) (SPL),
Steril tiip (12 ml, kirmiz1 kapakli) (Cellstar), Steril Tiipler (50 ml) (Isolab), Mikroplaka
okuyucu (Epoch, BioTek Instruments, Inc.) Steril Santrifiij Tiipleri (15 ml) (Isolab),Su
Banyosu (Nuve, VWR), Yatay Calkalayic1 (Daihan), Terazi (Radwag), Vorteks
(BioCote), Drigalski 6ze, Petri kaplar1 (Isolab)’dir.

2.1.4 Kullanilan hiicre hatlari

Sitotoksisite ¢alismalarinda BEAS-2B saglikli insan akciger normal epitel hiicre hatt1
ve A549 akciger kanser hiicre hatt1 kullanilarak Nétral Kirmizi Alim (NKA) ve 3-(4,5-
Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testleri yapilmistir.
Hiicreler Bursa Uludag Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Genetik Toksikoloji Laboratuvar1 sorumlulart Prof. Dr. Niliifer Cinkili¢ ve Prof. Dr.
Tolga Cavas tarafindan Bursa Teknik Universitesi Biyomiihendislik bdliimiindeki
calismalar icin kiiltiir koleksiyonlarindan hediye olarak verilmistir. Bu hiicreler bir
stire steril sartlarda ¢ogaltildiktan sonra kryotiipler igerisinde dondurularak -80°C’de

saklanmustir.
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2.1.5 Test mikroorganizmalari

Calismada kullanilan mikroorganizmalar, Bursa Teknik Universitesi, Gida
Miihendisligi Anabilim Dali, mikrobiyoloji laboratuvar1 kiiltiir koleksiyonundan
saglanmistir. Arastirmada, Gram (+) bakterilerden Bacillus cereus DSM 4312,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcos epidermis ATCC 12228,
Listeria monocytogenes ATCC 7644 ve Gram (-) bakterilerden Escherichia coli
O157:H7 NTCC 12900, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli
ATCC 35218 ve Klebsilla pneumonie ATCC 700603 kullanilmistir. Ayrica antifungal
aktivitenin belirlenmesinde; test mayalar1 olarak Candida albicans ATCC 10351 ve
Candida parapsilosis ATCC 22019 ve test kiifleri olarak Aspergillus flavus ve

Penicillum italicum kullanilmistir. Kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.1°de

verilmistir.
Cizelge 2.1 : Test Mikroorganizmalari.
Bakteri Maya-Kiif
Gram (+) Gram (-)
Bacillus cereus DSM 4312 Escherichia coli O157:H7 Candida albicans
NCTC 12900 ATCC 10351
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Salmonella Typhimurium Candida parapsilosis
ATCC 14028 ATCC 22019
Staphylococcos epidermis ATCC 12228 E. coli ATCC 25922 Aspergillus flavus

Listeria monocytogenes ATCC 7644 Klebsilla pneumonie ATCC  Penicillum digitatum

700603
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2.2 Metot

2.2.1 Polen Analizi

[k olarak temin edilen balin kestane poleni yiizdesi belirlenerek, monofloral kestane

bal1 oldugu kanitlanmustir.

Kestane balinin polen analizi i¢in Louveaux ve dig. (1978) tarafindan gelistirilen ve
Avrupa Birligi Enstitiileri tarafindan ortak metod olarak kabul edilen yontem

kullanilmustir.

Buna gore steril bir ¢ubukla karistirilarak homojen hale getirilen baldan 10 g alinarak
tiip icerisinde eklenmis ve tizerine eklenen 20 ml saf su i¢erisinde ¢oziilmiistiir. Olusan
¢ozeltiye Lycopodium sporu igeren tablet atilmis ve ¢dziinmesi i¢in i¢ine manyetik
karistirici atilan tiip, 1siticili karistirict {izerine koyulmustur. Tablet tamamen
¢oziindiikten sonra olusan ¢ozelti 3500 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir. Supernatant
kism1 dokildiikten sonra tiip, kurutma kagidi ilizerine ters g¢evrilerek kurumaya
birakilmistir. Kuruyan tiip igine 0,1 ml %50’lik gliserin ve ¢ok az miktarda bazik
fuksin ilave edilerek c¢ozeltinin homojen sekilde karigmasi saglanmistir. Olusan
karisimdan lam tizerine 0,01 ml alinip lamel ile kapatildiktan sonra mikroskop altinda

incelenmistir.

2.2.2 Ar Siitii ve Kestane Bali Karisiminin Hazirlanmasi

An siitii ve kestane bali (RJ-CH) karisimi agirlikca 1:5 oraninda hazirlanmistir.
Sitotoksisite ve genotoksisite testleri i¢in bu stok karigim uygun besiyerleri ile %
agirlik/hacim  (mg/mL) olarak farkli  konsantrasyonlarda  hazirlanmistir.
Antimikrobiyal aktivite testleri i¢in ise bu stok karisim mikroorganizmalara uygun

besiyerleri ile % hacim/hacim (mL/mL) olarak hazirlanmistir.
2.2.3 Toplam Fenolik Icerigi ve Antioksidan Aktivite Testleri
2.2.3.1 An siitii-kestane bali karisim ektresinin hazirlanmasi

Antioksidan aktivite testlerinde kullanilan ekstrelerin hazirlanmasinda Can ve dig.
(2015) tarafindan bildirilen ekstraksiyon metodu kullanilmigtir. Buna gore 1:5
oraninda hazirlanan RJ-CH karisimindan 5 g tartilmis ve iizerine 25 mL %80’lik
metanol eklenmistir. Elde edilen karigim, 24 saat boyunca oda sicakliginda

karistiricida ekstraksiyona birakilmistir. Siire sonunda 3500 rpm’de 10 dk santrifij
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edilen ¢Ozelti, daha sonra filtre kagidi kullanilarak siiziilmiistiir. Siiziintii toplam

fenolik miktar1 ve antioksidan aktivite belirleme testlerinde kullanilmistir.
2.2.3.2 Toplam Fenolik i¢erigi (TPC)

RJ-CH metanol ekstresinin toplam fenolik igerigi, Folin—Ciocalteu yontemi (Miiller
ve dig, 2010) kullanilarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi igin,
distile su ile seyreltme yoluyla 10-100 mg/L araliginda gallik asit standart ¢ozelti
diliisyonlar1 hazirlanmistir. 20 L RJ-CH metanol ekstresi, her standart ¢ozelti ve

blank (dH20), 96 kuyucuklu plakanin belirlenen kuyucuguna eklenmistir.

Ardindan her kuyucuga 100 pL 0,2 N Folin—Ciocalteu reaktifi eklenip 5 dakika
karistirtlmistir. Kuyucuklara 75 pL %7,5°1luk Na>2COs (75g/L) eklendikten sonra tekrar
karistirilmis ve oda sicakliginda karanlik ortamda 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda plakalar 740 nm’de okutulmustur. 10-100 pg/L
konsantrasyonlarinda hazirlanan gallik asit kullanilarak ¢izilen standart grafiginden
yararlanilarak RJ-CH karigiminin toplam fenolik bilesik icerigi gallik asit esdegerleri
(GAE) mg/100 g olarak hesaplanmuistir.

2.2.3.3 FRAP Testi

FRAP testi ile RJ-CH metanol ekstresinin demiri indirgeyen antioksidan giiclinii
belirlemek i¢in birke¢ modifikasyonla Al-Duais ve dig. (2009) metodu kullanilmistir.
Hazirlanan 1000 pmol/L stok Troloks standart ¢ozeltisinden kalibrasyon egrisinin

hazirlanmasi i¢in seyreltilerek 20-250 umol/L aralifinda diliisyonlar hazirlanmaigtir.

Asetat tampunu hazirlamak i¢in 59,45 mg sodyum asetet 25 ml i¢inde ¢oziilmiistiir.
Daha sonra 0,8165 mL glacial asetik asit ve 15 mL saf su eklenmistir. 0,1 N NaOH
kullanilarak ¢ozelti pH’I 3,6’ya ayarlandiktan sonra tizeri 50 mL’ye kadar saf su ile

tamamlanmuistir.

Demir(Ill) kloriir (FeCl3) hazirlamada 32,4 mg FeCls 10 mL su igerisinde
cozdirilmistiir. 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazin (TPTZ) soliisyonu hazirlamak i¢in
31,224 mg TPTZ 10 mL 40 mM HCI igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan bu
cozeltilerden 10 hacim asetat tamponu, 1 hacim FeCls ve 1 hacim TPTZ karistirilarak

FRAP c¢ozeltisi hazirlanmistir.
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96 kuyucuklu plakaya 50 pL 1:2, 1:4, 1:10 ve 1:20 oraninda seyreltilen RJ-CH
ekstreleri, standart ¢ozeltiler ve blank (HPLC su) eklendikten sonra iizerine 150 pL
FRAP ¢ozeltisi eklenmistir. 37°C karanlik ortamda inkiibasyona birakilan plakalar 4.
ve 30. dakikalarda 593 nm’de okutulmustur. Elde edilen FRAP degerleri ile RJ-CH

karisiminin antioksidan kapasitesi pumol TE/100 g numune olarak belirlenmistir.
2.2.3.4 ABTS Testi

ABTS testi ile RJ-CH metanol ekstresinin troloks esdegeri antioksidan giiciinii
belirlemek i¢in Yang ve dig. (2020) metodu uygulanmistir. Hazirlanan 1000 pmol/L
stok Troloks standart ¢ozeltisinden kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi igin

seyreltilerek 20-250 umol/L araliginda diliisyonlar hazirlanmistir.

ABTS+ %stok soliisyonu olusturmak icin 5 mL 7 mmol/L. 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS) ¢ozeltisi ve 5 mL 2.45 mmol/L potasyum
persiilfat ¢ozeltisi karistirildiktan sonra oda sicakliginda 12 saat karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda absorbans1 0.70 + 0.02'ye (734 nm)

getirmek i¢in soliisyon 40 kat seyreltilmistir.

96 kuyucuklu plakaya 50 pL 1:2, 1:4, 1:10 ve 1:20 oraninda seyreltilen RJ-CH
ekstreleri, standart ¢ozeltiler ve blank (%50 etanol) eklendikten sonra iizerine 150 puL
ABTS c¢ozeltisi eklenmistir. 6 dakika boyunca karanlikta inkiibasyona birakilan
plakanin 734 nm’de absorbans degerleri okutulmustur. Elde edilen absorbans degerleri
ile RJ-CH karigiminin antioksidan kapasitesi pmol Troloks esdegeri (TE)/100 g

numune olarak belirlenmistir.
2.2.4 Antimikrobiyal aktivite testleri

2.2.4.1 Test mikroorganizmalarinin hazirlanmasi

Cizelge 3.1°de belirtilen bakteriler i¢in Mueller-Hinton Broth ve Agar (MHB ve
MHA), mayalar i¢in ise Sabouraud Dekstroz Broth ve Agar (SDB ve SDA)
kullanilmistir. Inokulumlar i¢in dogrudan koloni siispansiyonu ydntemi kullanilmistir.
Bakteri, maya sirasiyla 37°C de 24 saat ve 28°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda,
uygun besiyeri ile 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanmistir (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI MO07-A10, 2015; National Committee for Clinical
Laboratory Standards, NCCLS M27-A2, 2002)
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Balouiri ve dig. (2016) metodu kullanilarak sayim yapmak i¢in ¢alismada yer alan
kiiflerin, Sabouraud Dekstroz Agarda (SDA) 25°C’de 5-7giin gelisimi ile sporlanmasi
saglanmistir. Kiif sporlarinin yilizeyden toplanmasi1 amacuyla; steril %0,1°1lik Tween 80
coOzeltisi (yaklasik 5 mL) ile petri yiizeyi yikanarak sporlar steril tiipe aktarilmistir. 9
mL FTS (%8,5 NaCl) icerisine alindiktan sonra seri diliisyon yapilarak yayma plak
yontemiyle SDA {izerinde ekim yapilmistir. 72 saat inkiibasyondan sonra kiif sayimi

yapilmis ve sonuglar1 Cizelge 2.2° de verilmstir.

Cizelge 2.2 : Inokiile edilen test kiiflerinin sayim sonuglari.

Kif Kob/mL
A. flavus 1,5x107
P. digitatum 3,4x10’

2.2.4.2 Agar kuyucuk difiizyon yontemi

RJ-CH karigtmmin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyucuk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. 0.5 McFarland’a ayarlanmis olan kiiltiirlerden 100uL inokulum,
bakteriler i¢in MHA, mayalar ise SDA besiyeri yiizeyine drigalski spatiili ile
yayilmistir.

Kiif sporlar1 9 mL’lik FTS’de 0,4-5x 10° araliginda ayarlandiktan sonra SDA yiizeyine
100 pL inokulum drigalski ile yayilmistir. 5 mm ¢apindaki steril bir ug ile agar iizerine
kuyucuklar a¢ilmis ve bu kuyucuklara farkli konsantrasyonlardaki RJ-CH

karisimindan 30 pL ilave edilmistir.

Bakteriler 37°C’de 24 saat, mayalar ve kiifler 28°C’de 72 saat inkiibasyona

birakilmistir. Siire sonunda olusan inhibisyon zon ¢aplart (mm) dl¢lilmiistiir.
2.2.4.3 Sivi mikrodiliisyon yoéntemi ile MiK - MBK/MFK degerlerinin
belirlenmesi

RJ-CH karisimmin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri sivi
mikrodillisyon yontemiyle bakteriler igin CLSI M07-A10 kilavuzuna goére, mayalar
icin ise NCCLS M27-A2 kilavuzuna gore belirlenmistir. Cizelge 2.3’de belirtilen
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konsantrasyonlarda hazirlanmis olan RJ-CH (1:5) karisitmindan kuyucuklara 180 pL

aktartlmistir.

Mikroplakada istenen final inokulum konsantrasyonu bakteriler i¢in 5x10° kob/mL ve
mayalar i¢in (0,5-2,5)x10* kob/mL 0,5 McFarland bulaniklik standardinda hazirlanan
inokulumlar 1:20 oraninda seyreltilmistir ((Balouiri ve dig, 2016).). Kiif sporlari i¢in
9 mL’lik FTS’de 0,4-5x10* kob/mL araliginda ayarlanmistir. Hazirlanan son inokulum

konsantrasyonlarindan mikroplakaya 20 pL inokulum aktarilmistir.

Her mikroplakada bir sterilite kontrol kuyucugu (yalnizca besiyeri, 200 puL) ve bir
tireme kontrol kuyucugu (yalnizca mikroorganizma eklenmis besiyeri; 20uL+180uL)
bulunmaktadir. Mikroplakalar bakteriler i¢in 37°C 18-24 saat, maya ve kiifler i¢in
28°C 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir.

Mikroorganizma yogunlugu 600 nm de mikroplaka okuyucu (BioTek Instruments, Inc.
EPOCH SN 15062915) ile belirlenmistir. Bulaniklik goriilmeyen ve iiremenin
tamamen inhibe edildigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir
(Bilikova ve dig, 2015). MIK degeri belirlenen kuyucuklardan alinan 20 pL kiiltiir
stispansiyonu bakteriler i¢in MHA, mayalar ve kiifler i¢in SDA yiizeyine nokta ekim
yapilmistir. Petriler, 37°C’de 24 saat(bakteri), 28°C’de 48-72 saat (maya ve kiif)
inkiibasyona birakilmistir (Moghim et al., 2015). Gelisme olmayan konsantrasyon
Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK)/Minimum Fungisidal Konsantrasyon

(MFK) olarak degerlendirilmistir (Moghim ve dig, 2015).

Cizelge 2.3 : Sivi mikrodilisyon yonteminde kullanilan RJ-CH karigim
konsantrasyonlari.

Mikroorganizma RJ-CH Karisim1 Konsantrasyonu (mL/mL)

Bakteri-Maya %0,625 %1,25 %2,5 %5 %15 %10 12,5 %15

Kif %10 %20 %30 %40 %50 %60 %70 %80

2.2.5 Sitotoksisite testleri

Sitotoksisite ¢alismalarinda BEAS-2B saglikli insan akciger normal epitel hiicre hatt1
ve A549 akciger kanser hiicre hatt1 kullanilarak Notral Kirmizi Alim (NKA) ve 3-(4,5-
Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testleri yapilmustir.
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2.2.5.1 NKA ve MTT testinde kullanilan ¢ozeltiler

Hiicre kiiltiir ortami1 hazirlamak i¢in 500 mL RPMI 1640 besiyerine 50 mL (%10) fetal
sigir serumu (FBS) ve 5 mL (%1) penisilin/streptomisin eklenmis ve hazirlanan besi

ortam1 +4°C’de saklanmustir.

Notral kirmiz1 (NK) stok ¢ozeltisi, 20 mg NK boyasinin 5 mL bazal besi yeri i¢erisinde
¢ozdiiriilmesiyle hazirlanmistir. Su banyosunda ¢alkalanarak ¢oziinmesi saglandiktan

sonra aliiminyum folyoya sarilarak +4°C’de saklanmistir.

Notral kirmizi (NK) standart ¢ozeltisi i¢in deney giiniinden bir giin 6nce 50 mL bazal
besi yeri igerisine 625 pL NK stok ¢ozeltisi eklenmistir. Membran filtreden gegirilen
¢ozelti, 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Fiksasyon (sabitleme) ¢ozeltisi, 98 mL distile su, 2 mL asetik asit ve 100 mL etil alkol

karistirilarak hazirlanmis ve +4°C’de saklanmustir.

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) c¢ozeltisi, 1 mL
Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik igerisinde 5 mg MTT ¢ozdiiriilmesiyle
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti karanlik ortamda membran filtreden siiziilerek 11k

gecirmeyen, steril bir tiipe igerisinde 1siktan korunarak, 4°C’de saklanmustir.

2.2.5.2 Notral kirmizi alim (NKA) yontemi

Hiicreler ¢alismaya baslanmadan 6nce 37°C’ye getirilmis olan su banyosunda 1-2

dakika bekletilerek oda sicakligina getirilmistir.

1 mL hiicre ve 9 mL besiyeri steril bir tiip i¢erisinde karigtirilmis ve 400 g’de 10 dakika
santrifiijleme yapilarak siipernatant kismi atilmistir. Bu asamada yikama yapilarak

saklama ortamindaki RPMI uzaklastirilmasi saglanmistir.

Hiicre pelleti, hacimce %90 RPMI, %10 fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS),
%1 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi igeren besiyeri ile karistirilarak yatay kiiltiir kaplart

igerisine aktarilmistir.

Hiicreler, %5 CO2 ve %95 nem igeren 37°C’deki inkiibator igerisinde kiiltiir edilerek

steril ortamda ¢ogalmasi saglanmastir.

Yatay kiiltiir kaplarindaki hiicreler, 2-3 giinliik siire icerisinde inverted mikroskopta

doygunlugu ve kontaminasyon durumu agisindan kontrol edilmistir.
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Zemine tutunarak tim kiltiir ortamint kapladiklar1 ve %70 doygunluga ulastiklar
gbzlemlenen hiicrelerden besiyeri uzaklastirilmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra,
hiicreler 10 ml PBS ile yikanmis ve 3 ml Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 3 dakika
boyunca inkiibatorde bekletilmistir.

Tripsin muamelesi ile zeminden ayrilarak siispansiyon haline gelmesi saglanan
hiicrelerin tizerine 3 ml %10 FBS igeren besiyeri eklenerek Tripsin inaktivasyonu

saglanmistir. Siispanse hale gelen hiicreler steril bir tiip igerisinde alinmustir.

Yatay kiiltiir kab1 5 ml PBS ile yikanarak igerisinde kalan hiicreler de toplanarak tiip
igerisine eklenmistir. Tiip icinde toplanan hiicre siispansiyonu 400 g’de 10 dakika

boyunca santrifiij edilmistir.

Steril kabin igerisinde siipernatant uzaklastirildiktan sonra dipte toplanan hiicre pelleti
2 ml besiyeri ile dikkatli bir sekilde karistirilmistir. Hiicre siispansyonundan 200 puL
aliarak ependorf tiipe aktarilmis ve tizerine 200 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4)

eklenerek iyice karistirilmistir.

Lamel, hiicre sayim lam1 (Thoma lamu) iizerine yerlestirilmis ve yaklagik 10 pL hiicre
siispansiyonu kapiler etki sayesinde doldurulmustur. Thoma laminda sayilan hiicreler
200 pl 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ¢oklu pipet yardimiyla 96 kuyucuklu

plakalara ekim yapilmaistir.

96 kuyucuklu plaka inkiibatore kaldirilarak hiicrelerin kuyucuklar i¢inde tutunarak
cogalmalari i¢in 24 saat beklenmistir.24 saat inkiibasyon sonrasinda steril sartlarda

besiyeri uzaklastirilmistir.

RJ-CH karisiminin farkli konsantrasyonlarini igeren besiyeri ortamlari, negatif kontrol
icin normal besiyeri ortam1 ve pozitif kontrol i¢in %1 TritonX-100 iceren besiyeri ile

muamele edilen hiicreler 24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Bir sonraki giin calisma sirasinda kullanilacak olan nétral kirmizi ¢ozeltisi (50 mL
besiyeri+625 plL. Notral kirmizi stok ¢dzeltisi) hazirlanarak 37°C’de inkiibasyona

birakilmigstir. 24 saat sonra plaka igindeki besiyerleri bosaltilmistir.

Bir giin 6nce hazirlanmis olan nétral kirmizi ¢6zeltisinden her bir kuyucuga 200 pL
eklenmis ve 3 saat daha 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda
notral kirmizi boyast ortamdan uzaklastirilarak tiim kuyucuklar 2-3 defa PBS ile

yikanmistir. Yikanan plakalar siizge¢ kagidina vurularak kurutulmustur.
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Tiim hiicrelere 200 pL fiksasyon ¢ozeltisi (%50 metil alkol, %1 glasiyel asetik asit ve
%49 distile su) eklenmis ve plaka g¢alkalayici iizerinde 20 dakika boyunca
calkalanmustir. Hiicrelerin optik yogunluklar1 540 nm dalga boyunda plaka okuyucuda
okutulmustur. Bu ¢alismanin tiim agamalar1 nétral kirmizi boyasi 1sikta bozuldugu

icin, miimkiin oldugunca karanlikta yapilmstir.

2.2.5.3 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi
Hiicreler, NKA testinde anlatildig1 sekilde ¢ogaltilmistir.

MTT analizi icin 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
ekilen hiicreler, 24 saat boyunca inkiibe edilerek kuyucuklar igerisine tutunmalari

saglanmustir.

Ertesi giin besiyeri uzaklastirilarak ar1 siitii ve kestane bali karistmiin farkh
konsantrasyonlarini iceren besiyeri ortami, pozitif ve negatif kontrol besiyeri ortamlari

200 puL/kuyucuk olacak sekilde hiicreler iizerine eklenmistir.

24 saat inkiibasyondan sonra besiyerleri uzaklastirilmig ve her bir kuyucuga 100 puL

besiyeri ve ayn1 giin hazirlanan MTT ¢ozeltisinden 10 pL. eklenmistir.

37°C’de %5 CO2ve %95 nem igeren inkiibator igerisinde 4 saat inkiibasyona birakilan

hiicrelerden siire sonunda MTT ¢6zeltisi uzaklastirilmstir.

Her kuyucuga 100 uLL. DMSO eklenerek olusmasi beklenen formazan kristallerinin
¢oziinmesi saglanmistir. Yatay calkalayiciya 10 dakika ¢alkalanan plaka, 570 nm
dalga boyunda plaka okuyucuda okutulmustur.

Tiim deneyler her iki hiicre hatt1 i¢cin de farkli zamanlarda 3 kez tekrarlanmis ve elde
edilen sonuclarin ortalama degerleri hesaplanmistir.

2.2.6 Genotoksisite ve Antigenotoksisite Testleri

2.2.6.1 Comet testinde kullanilan ¢ozeltiler

Stok lizing ¢ozeltisi i¢in 146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA, 1,2 g Tris, 10 g NaOH ve 500
ml distile su ile karistirllmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 10’a ayarlandiktan sonra
icerisine eklenen 10 g N-Lauroylsarcosinat ¢oziindiikten sonra distile su eklenerek

toplam hacim 900 ml olarak ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de saklanmustir.
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Lizing ¢ozeltisi i¢in 5,5 mL Tryton-x-100, 55 ml DMSO ve 489,5 mL stok lizing

¢ozeltisi karistirilmig ve 4°C’de saklanmustir.

Elektroforez ¢bzeltisi i¢in deney giinti 18 mL NaOH (10 N), 3 mL EDTA (10mM) ve

579 ml soguk distile su karistirilmis ve 4°C’de saklanmustir.

Notralizasyon ¢ozeltisi, 48,5 g Tris ve 750 mL distile su karistirilmis ve pH degeri 7,5
olarak ayarlandiktan sonra toplam hacim 1000 mL olana kadar distile su ilave

edilmistir. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda saklanmaistir.

2.2.6.2 Tek hiicre jel elektroforez (COMET) yontemi
BEAS-2B ve A549 hiicreleri , NKA testinde anlatildig1 sekilde ¢cogaltilmistir.

Thoma laminda sayilan hiicreler, besi yeri igerisinde siispanse edilerek her bir
kuyucuga 1 mL (100000 hiicre/kuyucuk) olacak sekilde 6 kuyucuklu plakaya ekimi
yapilmistir.

Kuyucuklara (10°) ekilen hiicreler 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nem igeren inkiibatorde

24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra ar1 siitii ve kestane bali karisiminin farkli konsantrasyonlarini
iceren besiyeri ortami, pozitif ve negatif kontrol besiyeri ortamlar1 1 mL/kuyucuk

olacak sekilde hiicreler lizerine eklenmistir.

Hiicre siispansiyonlar1 incelenen bilesiklerin ¢ozeltileriyle 37°C’de, %5 CO2 ve %95

nem igeren inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir.

Maddelerle inkiibasyonu takiben hiicreler 1 mL PBS ile iki defa yikanmis ve her bir
kuyucuga 400 pl tripsin-EDTA ¢6zeltisi ilave edilerek hiicrelerin kuyucuk tabanindan
ayrilmasi i¢in 3 dakika boyunca inkiibatérde bekletilmistir.

Siire sonunda 600 pL besi yeri kuyucuklara ilave edilerek tripsininin inaktivasyonu

saglanmistir.

1000 pL hiicre siispansiyonu eppendorf tliplere alinarak mikrosantrifiijde 2000 rpm’de

5 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi1 atilmistir.

1 mL PBS ile siispanse edilen hiicrelerden 10 pL bir ependorf tiipe aktarilarak iizerine

10 pL tripan mavisi ¢ozeltisi eklenmis ve iyice karistirilmigtir.

Thoma sayim lami tizerine lamel kapatilarak yaklasik 10 pL hiicre siispansiyonu tripan

mavisi karisimi sayim lamina yiiklenmistir.
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Isik mikroskobu altinda, sayim lamini olusturan karelerin kenar ¢izgileri harig
tizerlerindeki parlak ve renksiz olan yasayan hiicreler soldan saga ve yukaridan asagiya

gidilerek sayilarak yasayan hiicrelerin sayisi hesaplanmaistir.

Sayilan BEAS-2B ve A549 hiicreleri, genotoksisite gruplari i¢in her bir lamda 10.000-
20.000 arasinda hiicre olacak sekilde hesaplanarak 37°C + 0,5°C’de eritilmis olan
%65’1ik LMPA ¢ozeltisinden 100 pl. alinarak 100 pL hiicre silispansiyonu ile

karigtirilmastir.

Antigenotoksisite gruplar1 igin ise ayr1 bir eppendorf tiipiinde 850 uLL PBS {izerine 100
uL hiicre ve en son 50 pL. H>O» ilave edilerek 5 dk siire ile +4°C buzdolabinda
bekletilmistir.

3000 rpm’de 5 dk siire ile santrifiij edildikten sonra 850 pL siipernant atilmis ve dipte
kalan 150 pL hiicre 50 pl %65°lik LMA ile karistirtlmistir.

Onceden %1°lik NMPA ¢ozeltisine daldirilip agar ile kaplanmis olan lamlara yayilan

hiicre karisimi tizerine lamel kapatilmigtir.

10-15 dakika boyunca buzlu yiizey iizerinde bekletilen lamlar iizerinde bulunan

lameller, agarin katilagsmasinin ardindan zedelenmeden alinmustir.

Lamlar daha 6nceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢6zeltisi iginde

1,5 saat buzdolabinda bekletilmistir.

Lizis isleminin ardindan lamlar elektroforez tankinin icine yerlestirilmistir. Onceden
hazirlanip buzdolabinda bekletilmis olan elektroforez c¢ozeltisi tank igerisine

doldurulmustur.

Lamlar akim uygulamadan Once elektroforez kiivetinin icerisinde 20 dakika

bekletilmistir.
Ardindan 21 V ve 600 mA akim altinda 20 dakika elektroforez uygulanmaistir.

Elektroforez islemi sonunda lamlar 15 dakika boyunca nétralizasyon tampon

coOzeltisinde bekletilmistir.

Notralizasyondan sonra 5 dakika distile suda bekletilen lamlar sirastyla 5’er dakika
%50’1ik, %75°1ik ve %99’luk etanol ¢ozeltisinde tutulmus ve mikroskobik analizler

oncesinde kurumalari i¢in en az 1 giin bekletilmistir.
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Mikroskobik analizler sirasinda lamlarin tizerine 60 pL 20 pg/mL etidiyum bromiir

¢ozeltisi ilave edilmistir.

Floresan mikroskobu altinda her lamda sayilan 100 hiicre, bilgisayar programi
yardimiyla DNA hasar derecesi kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk

momenti olarak degerlendirilmistir.

Tiim bu iglemler ek bir DNA hasarin1 6nlemek amaciyla karanlik ortamda yapilmis ve

calismalar 3 kez tekrarlanmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Polen Analizi sonuclar:

Melissopalinolojik inceleme sonuglarina gére 10 gr baldaki Toplam Polen Sayisi
(TPS) 250375 olarak belirlenmistir. Bu polenlerin ait oldugu taksonlar ve miktar1 (%)
Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 : Kestane balinda tespit edilen polenlerin ait oldugu taksonlar ve

miktar1(%).
Tespit Edilen Polenlerin Ait Oldugu Taksonlar Miktar (%)
Amaranthaceae 0,32
Brassicaceae 0,24
Castanea sativa 91,38
Cichoridae 1,34
Cistus 0,63
Erica 0,4
Paliurus spina-christii 2,77
Papaveraceae 0,16
Plantago 0,47
Poaceae 0,95
Rosaceae 1,19
Tilia 0,55

Louveaux ve ark. (1978) gore baldaki toplam oran1 %45’in iizerinde olan polenlere
dominant, %15-45 arasinda olan polenlere sekonder, %3-15 arasinda olan polenlere
mindr, %3’den az olan polenlere ise eser polenler adi1 verilmekte olup ballarin polen

iceriklerinin degerlendirilmesinde bu oranlar kullanilmaktadir.

Yapilan melissopalinolojik inceleme sonuglarina gore calismada kullanilan balin
%91,38 oraninda kestane (Castanea sativa) poleni igerdigi ve unifloral kestane bali

oldugu tespit edilmistir.
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3.2 Toplam Fenolik ig:erigi ve Antioksidan Aktivite Testlerinin

Degerlendirilmesi

RH-CH karisiminin yapilan testler sonucunda toplam fenolik igerigi ve antioksidan

aktivitesi belirlenmis ve ¢izelge 3.2° de gosterilmistir.

Cizelge 3.2: RJ-CH karisiminin toplam fenolik igerigi ve antioksidan aktivite

degerleri.
Yapilan test Deger
TPC 74+3,86 mg GAE/100 g
FRAP 381,9+£23,55 uM TE/100 g
ABTS 506+4,38 uM TE/100 g
0,8
0,7 ¢
0.6 y =0,0073x + 0,0288
g 0.5 2=10,9705
£ 04
2
o
2 0,3
0,2
0,1
)
0
0 20 40 60 80 100 120

Gallik Asit (ppm)

Sekil 3.1: Gallik asit standart grafigi.

RH-CH karistmimin toplam fenolik miktarini belirlemek i¢in kullanilan Folin-
Ciocalteu yontemine goOre standart olarak kullanilan gallik asit (GA)
konsantrasyonlarinin absorbansa karsi ¢izilen grafigi Sekil 3.1°te gosterilmistir. Bu
grafikten elde edilen dogrusal denklemden yararlanilarak RJ-CH karigimimin toplam

fenolik miktar1 73,73+3,86 mg GAE/100 g RJ-CH olarak belirlenmistir.

Karisimin antioksidan aktivitesini belirlemek icin indirgeyici antioksidan giicii
belirleyen FRAP testi yapilmistir. Standart olarak Troloks kullanilmis ve Sekil 3.2°te
verilen kalibrasyon egrisi kullanilarak karisimin FRAP degeri 381,9+£23,55 uM
TE/100 g olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 3.2: Troloks standart grafigi (FRAP).

ABTS testi ile RH-CH karisimiin troloks esdegeri(TE) antioksidan kapasitesi
belirlenmigtir. Sekil 3.3’te gosterilen Troloks absorbans degerlerinin kalibrasyon
grafigi kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda karigimin antioksidan

kapasitesinin 506+4,38 uM TE/100 g oldugu gorilmiistiir.
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Sekil 3.3 : Troloks standart grafigi (ABTS).

Literatiirde ar1 siitii ve kestane balinin karisim halinde toplam fenolik igerigini ve
antioksidan kapasitesini belirlemeye yonelik ¢aligmalar bulunmayip; iiriinlerin ayri

ayr1 kullanildig1 ¢alismalar bulunmaktadir.
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Ozkok ve dig. (2017) yaptiklart ¢alismada, bal arisi iiriinleri (bal, polen, RJ ve
propolis) ve bunlarin karigimlarindan olusan 70 6rnegin toplam fenolik icerigini (TPC)
belirlemistir. Folin-Ciocalteu yontemine gore kestane balinin 3570.78+38.58 mg
GAE/100 g ile en yiiksek TPC degerine sahip oldugu; karisimlarda ise en diisiik

degerin ise RJ-multifloral bal kombinasyonlarinda oldugu goriilmiistiir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’nin farkli illerinden toplanan ¢icek ve kestane ballarinin
toplam fenolik ve antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada kestane
balimin ¢icek balina gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Toplam fenolik miktar1 en yiiksek 57.18+5.43 mg GAE/g ile Artvin
bolgesinden alinan kestane balinda belirlenmistir. FRAP testine gore ise en yiiksek
antioksidan aktivite 49.92+1.33 pmol FeSO4 /g sample ile Artvin bolgesinden temin
edilen diger bir kestane bali 6rneginde tespit edilmistir (Ozlem Saral, 2018).

Giresun ve Ordu ilinden temin edilen 10 farkli kestane balinin toplam fenolik icerigi
ve antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in yapilan bir calismada toplam fenolik igerigi
19.222-146.804 mg GAE/100 g arasinda oldugunu belirlemistir. FRAP antioksidan
degerlerinin 9.8-89.3 pmol FeS04.7H20/100 g araliginda; ABTS SC50 degerlerinin
ise 0.10-0.43 mg/mL araliginda oldugu yine ayni1 ¢alismada tespit edilmistir (Karagelik
ve Sahin, 2018).

Koca ve dig. (2018) Tiirkiye’ nin 25 farkli ilinden topladiklar1 kestane bali 6rneklerinin
antioksidan aktivitesini belirlemeye yonelik c¢aligmalar yapmistir. Yapilan testler
sonucunda bal Orneklerinin toplam fenolik miktarimin 332.56-114.61 mg GAE/kg;
antioksidan aktivitelerinin ise FRAP ve DPPH testlerine gore sirasiyla 8.83-62.88
mmol Fe*?/g ve 5.71-74.97 mmol/g arasinda oldugu bildirilnistir.

Kestane, Bayburt ve anzer bali kullanilarak yapilan bir ¢alisma sonucunda 430 + 68
mg GAE/g ile en yiiksek TPC degerinin kestane balinda oldugunu gérmiistiir. Ayni
calismada kestane balinin FRAP degeri 90+4, DPPH (SCso) degeri ise 6617 mg/g
olarak bulunmustur (Kolayl ve dig, 2008).

Bulgaristan’in farkli bolgelerinden temin edilen ve marketten alinan RJ 6rneklerinin
toplam fenolik miktar1 ve antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in ¢calisma yapilmistir.
Analiz edilen RJ numunelerinin toplam polifenol igeriklerinin 11.66-36.73 mg GAE/g

RJ araliginda degistigi ve ortalama TPC degerinin 19.54 mg GAE/g olarak rapor

edilmistir. Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in yapilan FRAP testi sonuglarinin
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0.44-8.49 mM Fe*/g araliginda; DPPH testinin ise 10.17 — 39.39 (% inhibisyon)
araligindan oldugu bildirilmistir (Balkanska ve dig, 2017).

Fas, Portekiz ve Ispanya'da elde edilen 6 adet ar1 siitii numunesi ile yapilan ¢alismada
toplam fenol igeriginin 3-9 mg GAE/g RJ oldugunu bildirmistir. ABTS ve DPPH
antioksidan aktivite ICso degerlerinin ise sirasiyla 2-15,7 mg/ml ve 0,2-11,7 mg/mL

araliginda oldugu goriilmiistiir (El-Guendouz ve dig, 2020).

Tayland’dan temin edilen 6 ar1 siiti 6rneginin toplam fenolik miktar1 ve antioksidan
aktivitesini belirlemek i¢in caligmalar yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
orneklerin toplam fenolik iceriginin 1.39+0.35 to 1.65+0.34 mg GAE/g RJ arasinda;
antioksidan aktivitesinin ise ABTS testine gore 0.93+0.05 ile 1.08+0.28 mg TEAC/g
RJ ve ICso degerlerinin 218.884+10.07-289.60+£19.07 mg/ml aralifinda oldugu
bildirilmistir (Uthaibutra ve dig, 2020).

Bayram ve dig. (2021) Tiirkiye ve yurt disindan temin ettikleri farkli ar1 siitii 6rnekleri
ile yaptig1 ¢alismalar sonucunda ar1 siitii numunelerinin toplam fenolik igeriginin 1.86
+0.03 - 3.12 + 0.02 mg GAE/g araliginda oldugu gormiistiir. CUPRAC antioksidan
aktivite testine gore ise ar1 siitii orneklerinin yliksek antioksidan aktivite (3,81+0,06 -

5,21 £ 0,02 mg TE/g) sergiledigi belirlenmistir.

3.3 An Siitii-Kestane Bahh Karnistmimin  Antimikrobiyal Aktivitesinin

Degerlendirilmesi

Bu calismada Bursa bolgesinden temin edilen ar1 siitii ve kestane balinin
antimikrobiyal etkinligi bakteri, maya ve kiif mikroorganizmalar1 {tizerinde
denenmistir. 1:5 (mg/mg) oraninda karistirilan RJ-CH karisiminin agar kuyucuk
diflizyon yontemi ile zon ¢aplart dlciilerek mikroorganizmalar direngli, orta derece
duyarli ve duyarli olarak tanmimlanirken, sivi mikrodiliisyon yontemi ile MiK ve

MBK/MFK degerleri belirlenmistir.

Cizelge 3.3’te an siitii-kestane bali karisimindan elde edilen MiK ve MBK/MFK
sonuglart verilmistir. S. epidermis’in ve L. monocytogenes’in %5 (mL/mL) ile en
diistik MBK degeri ile RJ-CH karisimina en duyarli bakteriler oldugu saptanmuistir.
Ayrica ikinci sirada K. pneumonie’nin bunu takip ettigi (%7,5 mL/mL) belirlenmistir.
RJ-CH karisiminin test mikroorganizmalar: iizerinde belirlenmis MIK degerleri

grafigi Sekil 3.7°de, MBK/MFK degerleri grafigi ise Sekil 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.3 ve grafikler incelendiginde MBK/MFK degerlerinin genel olarak MIK
degerlerinden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Gram (+) S. epidermis ve L. monocytogenes
bakterilerinin MIK ve MBK degerlerinin esit (%5 mL/mL) oldugu tespit edilmistir.
Ayni sekilde Gram (-) bakterilerden E.coli O157:H7 ve K. pneumonie‘nin
%5(mL/mL) ile ayn1 MiK degerine sahip olduklar1 belirlenmistir. MiK ve MBK
degerlerindeki en biiyiik farklilik sirasiyla %2,5 ve %15 ile S. aureus’ta saptanmstir.
MBK degeri test edilen en yiiksek konsantrasyonda (%15) goriilmiistiir. Bu durum S.

aureus’un karigima karsi en direngli bakteri oldugunu gostermistir.

Cizelge 3.3 : RJ-CH karisiminin test mikroorganizmalar1 iizerinde belirlenmis MiK
ve MBK/MFK degerleri (% mL/mL).

Bakteri MIK  MBK
Bacillus cereus DSM 4312 5 12,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2,5 15
Staphylococcos epidermis ATCC 12228 5 5
Listeria monocytogenes ATCC 7644 5 5
Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900 5 12,5
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 5 12,5
Escherichia coli ATCC 25922 7,5 10
Klebsilla pneumonie ATCC 700603 5 7,5
Maya-Kiif MIK  MFK
Candida albicans ATCC 10351 5 7.5
Candida parapsilosis ATCC 22019 2,5 10
Aspergillus flavus 30 50
Penicillum digitatum 20 50
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Sekil 3.5 : RJ-CH karisimmin test mikroorganizmalar1 iizerinde belirlenmig
MBK/MFK degerleri.

MFK degerleri incelendiginde; test edilen kiif tiirlerinin mayalardan ¢ok daha yiiksek
ve esit (%50) MFK degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica en diisik MFK
degerinin C. albicans lizerinde (%7,5) kaydedildigi tespit edilmistir (Cizelge 3.4).

Ronsisvalle ve dig. (2019) Etna’nin (Sicilya) farkli yerlerinde bulunan iki farkl
tireticiden aldiklar1 Castanea sativa Miller (kestane) ballarinin E. coli ATCC 25922,
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29211 ve S.
aureus ATCC 29213 bakterilerine kars1 inhibisyon aktivitesini arastirmiglardir. Her iki
bal 6rnegi de tiim mikroorganizmalara karsi iyi bir antibakteriyel aktivite gosterirken
en diisiik MIK degeri %10(mL/mL) ile S. aureus ATCC 29213 i¢in elde edilmistir.
Calismamizda S. aureus’a kars1 elde edilen MIK degerinin %2,5(mL/mL) ile daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu durumun kestane balina ari siitii eklenmesinin
karisiminin S. aureus’a karsi antibakteriyel aktivitesini arttirdigindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Arjantin’de iki farkli bolgeden alinan RJ numunesinin S. aureus, S. epidermidis,
Micrococcus luteus, Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, E. coli ve K. pneumoniae'ye karsi antibakteriyel aktivitesi test edilmistir.
Ilk RJ numunesinin, K. pneumoniae ve S. uberis'in gelisimini; ikinci RJ numunesinin,
K. pneumoniae 'nin gelisimini inhibe etmedigi gdzlenmistir. Ik RJ numunesinin MIK
degerleri, 3,3-10,3 mg/mL; ikinci RJ numunesinin ise 7,1-14,5 mg/mL konsantrasyon
araliginda oldugu goriilmiistiir. MBK konsantrasyon araliklarinin ise RJ numuneleri
icin sirastyla 125 ve 250 mg/mL arasinda ve 63 ile 250 mg/mL arasinda oldugu ve
hem MIK hem de MBK degerlerinde gozlenen farkliliklarin, cografi kokenler veya art
koloniler1 arasindaki genetik degiskenlikle iligkili olabilecegi bildirilmistir (Garcia ve
dig, 2010). Yalnizca ar siitii kullanilarak yapilmis olan bu galismada MIK ve MBK
degerlerinde oOnemli farkliliklar oldugu goriliirken; bizim ¢alismamizda K.
pneumoniae’ ye ait MIK ve MBK degerlerinin %5(mL/mL) ve %7,5(mL/mL) ile
birbirine ¢ok yakin oldugu belirlenmistir. Bu durumun kestane bali karistirilmasinin,
ar1 siitiiniin bakteriler lizerindeki 6ldiiriicii aktivitesini artirmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismaya gore ari siitii-kestane bali karigimmin MIK degeri C.
parapsilosis’e kars1t %2,5 iken C. albicans’a kars1 %5 olarak tespit edilmis olmasi
karisimin C. parapsilosis’e karst daha etkin antifungal aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Diger taraftan test edilen RJ-CH karisimin, incelenen kiifler iizerinde
mayalara kiyasla daha zayif antifungal etki gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek MIK
degerine (%30) sahip mikroorganizmanin A. flavus oldugu, P. digitatum’un ise %20

MIK degeri ile ikinci sirada yer aldig1 tespit edilmistir.

Moselhy ve dig. (2013) biri Cin ve ikisi Misir’dan temin edilen ar1 siitliniin

antimikrobiyal aktivitelerini karsilastirmistir. Cin ar1  siitiiniin  test edilen
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konsantrasyonlarda C. albicans’a karst MIK degeri tespit edilemezken; kafur ve
narenciye ar1 siitlerinin MiK degerlerinin sirasiyla 125 ve 62,5 ug/mL oldugu tespit
edilmistir. Arn siitliniin elde edildigi mevsimin ve bdlgenin farkli olmasinin
antimikrobiyal aktivitesini etkileyecegi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda C.
albicans’a kars1 daha diisik MIK degeri (%5) tespit edilmesinin kestane balinin C.
albicans’a kars1 daha etkin olmasi ve ar siitii orijininin farkli olmasinin sebep

olabilecegi diistiniilmiistiir.

Farkl1 botanik kdkenlerden alinan dort ¢esit bal (portakal ve okaliptiis) ve RJ nin ayr1
ayr1 ve kombine halinde yapilan ¢alismada Staphylococcus aureus (ATCC 29523)’a
kars1 antibakteriyel aktivitesini degerlendirmistir. Yapilan ¢calismalar sonucunda dort
bal ¢esidinin MIK degeri %20 ile %21 (mL/mL) arasinda degisirken ve RJ'ninki %2
(mL/mL) olarak gozlenmistir. Birlikte kullanildiginda, tiim bal ¢esitleri %1(mL/mL)
RJ ile MIK degerlerinde %50'den fazla azalma oldugu bildirilmistir. Tiim bal ¢esitleri
ve RJ arasinda giiclii bir dogrusal etkilesim oldugu rapor edilmistir (Boukraa ve dig,
2008Db).

Corynebacterium spp., metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus ve S. epidermidis gibi patojen bakterilere kars1 6
farkl1 RJ’nin antibakteriyal etkinligini belirlemek i¢in yapilan bir arastirmada agar
kuyucuk difiizyon ve s1vi1 dillisyon yontemleri kullanilmistir. Sonug olarak; RJ’nin, P.
aeruginosa haricindeki tiim test bakterileri lizerinde 9.33+0.58 ile 21.67£2.08 mm
arasinda inhibisyon zon ¢apina sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica 1 ve 2 numarali RJ
orneginin srastyla 18.75 ve 18.75 mg/mL MIK ve MBK degerleri ile
Corynebacterium spp.'ye karsi en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bildirilmigtir
(Uthaibutra ve dig, 2020).

Cizelge 3.4’te RJ-CH karigiminin farkli konsantrasyonlarinin test mikroorganizmalari
tizerinde belirlenen zon ¢aplar1 verilmistir. Sonuclar incelendiginde S. aureus tizerinde
%12,5’tan itibaren; S. Typhimurium iizerinde ise %20’den itibaren test edilen tiim
konsantrasyonlarda zon ¢ap1 gézlenmistir. B. cereus, S. epidermis, L. monocytogenes
ve E.coli lizerinde ise %35’ten itibaren zon olusumu tespit edilmistir. Ayrica olusan

zon ¢aplarinin konsantrasyon artisina paralel olarak artig gosterdigi saptanmastir.
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Cizelge 3.4 : RJ-CH karisiminin test mikroorganizmalari lizerinde belirlenmis zon ¢aplart (mm).

Bakteri 12,5 15 17,5 20 22,5 25 27,5 30 32,5 35 37,5 40
B. cereus - - - - - - - - - 9,05+0,11<C 10,19+0,3%¢ 10,52¢CP
S. aureus 8,794 9,07+0,37¢ 9,36+0,07¢ 9,83+0,6% 10,28+08 10,43+0,22%8 10,55+1,3%8 10,6+1,3%8 11,09+0,3%8 11,09+1,02:¢ 11,40+0,52%C 12,33+0,1%¢
S. epidermis - - - - - - - - - 21,19+0,23% 26,12+1,9%4 27,49+0,88*
L. monocytogenes - - - - - - - - 9,06 9,23%C 9,89:>
E. coli O157:H7 - - - - - - - - . - - -
S. Typhimurium - - - 15,494 16,88+0,3%* 16,94+0,8144 18,514 18,660,344 19,47+0,59"*  19,9+0,55"%  20,25+0,26"" 22,08+0,9%8
E: coli - - - - - - - - - 7,780 8,22 8,25%
K. pneumonie - - - - - - - - - - - -
Maya 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
C. albicans - - - - - - - - - - - -
C. parapsilosis - - - - - - - - - - - -
Kif 10 20 30 40 50 60 70 80
A. flavus - - 5,06+0,19°¢ 7,945+0,14°P 8,31+0,23° 11,17+0,51* 11,22+40,43% 11,857+0,51*

P. digitatum

Biiyiik harfler, mikroorganizmalar; kiiciik harfler konsantrasyonlar arasi istatistiki olarak farkliligi géstermektedir (p<0,05).

Direngli < 14, Orta derecede duyarl 15-18, Duyarli > 19 (NCCLS, 1991).

(-) Zon olusumu gozlenmedi.
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Yapilan istatistiksel analiz sonucunda RJ-CH karigiminin %35 ve %37,5 (ml/ml)’lik
konsantrasyonunun S. Typhimurium, E. coli ve S.epidermis bakterileri iizerinde
olusturdugu inhibisyon zonlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunurken
(p<0,05); B. cereus, S. aureus ve L. monocytogenes lizerinde olusturdugu inhibisyon

zonlar1 arasinda ise istatistiksel olarak farklilik bulunamamistir (p>0,05).

%40 konsantrasyonunda ise S. aureus ile B. cereus lizerinde RJ-CH karisiminin
olusturdugu inhibisyon zonlar1 arasinda ise istatistiksel olarak farklilik bulunamamistir
(p>0,05). Benzer sekilde L. monocytogenes ile B. cereus arasinda da olussan zon
caplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmistiir (p>0,05).
Sekil 3.6’da Arn siitii-kestane bali karisimmin Gram (+) ve Gram (-) iizerinde

belirlenmis inhibisyon zon ¢aplarinin goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.6 : RJ-CH karisiminin Gram (+) ve Gram (-) lizerinde belirlenmis inhibisyon
zon ¢aplart (mm).

(a: B. cereus, b: S. aureus, c: S. epidermis, d: L. monocytogenes, e: E. coli O157:H7,
f: S. Typhimurium, g: E.coli, h: K. pneumonie)
Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan otuz kestane ve yirmi alt1 ¢icek balinin
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, E.coli ve Candida albicans’a karsi
antimikrobiyal  aktivitelerini  arastirllmistir.  Arastirma  sonucunda %100
konsantrasyondaki kestane balinin S. aureus’a (25.30+1.31 mm) kars1 antibakteriyel
aktivitesinin, ayni konsantrasyondaki c¢icek balina gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. %50 konsantrasyonda, sadece kestane balinin S. aureus'a kars1 ortalama
(12.43+1.01 mm) zon ¢ap1 gosterdigi, %25 konsantrasyonda, her iki bal tiirliniin de S.
aureus 'a kars1 daha diisiik inhibisyon capina (kestane bali:7.53+1.32 mm; ¢igek
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bal1:5.81+1.81 mm) sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma sonucunda S. aureus’un,
kestane balina karsi en hassas bakteri oldugu tespit edilmistir (Giines ve dig, 2017).
Yaptigimiz arastirmada ise ar1 siiti ve bal karisiminin S. aureus'a karsi %12,5
konsantrasyonunda 8,79 mm ve %15 konsantrasyonunda 9,07+0,37 mm zon ¢apina
sahip oldugu goriilmiistiir. Mevcut ¢alismamizda art siitii kestane bali karisimi daha
diisiik konsantrasyonlarda kullanilmasina ragmen S. aureus bakterisinde daha yiiksek
zon ¢ap1 elde edildigi belirlenmistir. Bu durum kestane balina ar1 siitii ilavesinin

antimikrobiyal etkinligi artirdig1 seklinde yorumlanmistir.

Al-Abbadi (2019) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda Cin art siitiiniin sulu ekstraktinin
(10g/10mL) C. albicans iizerindeki 1.38 +£0,06 cm; Urdiin ar1 siitiiniin sulu ekstraktinin
(10g/10mL) ise 1.79 +£0,10 cm inhibisyon zon ¢apina sahip oldugunu bildirmistir. Sekil

3.5’te mayalar iizerinde belirlenen inhibisyon zon ¢aplarina ait gorseller verilmistir.

Sekil 3.7 : RJ-CH karisiminin C. albicans (a) ve C. parapsilosis (b) lizerinde
belirlenmis inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).
Ikisi Misir ve biri Cin’den alman 3 farkli RJ’nin antimikrobiyal aktivitesini
karsilastirmak icin yapilan bir calismaya gore 5 mg/mL konsantrasyonunda kafur ve
narenciye ar1 siitlinlin C. albicans iizerinde olusturdugu zon yarigaplar1 sirasiyla
12.4+1.24 ve 14.2+0.7 mm; Cin an siitiinlin bu konsantrasyonda zon olusturmadig:
belirtilmistir (Moselhy ve dig, 2013). Yaptigimiz ¢calismada ise RJ-CH karisiminin
mayalar {izerindeki inhibisyon zonlaria bakildiginda C. parapsilosis ve C. albicans
tizerinde test edilen hi¢bir konsantrasyonunda zon olusumu gdzlenmemistir.

Kullanilan RJ orijinin farkli olmasinin bu duruma sebep olabilecegi diistintilmiistiir.

RJ-CH karisimiin A. flavus ve P. digitatum iizerinde olusturdugu zon c¢aplar1 Sekil
3.6’da verilmistir. A. flavus iizerinde RJ-CH karisiminin %20,30,40,50,60 ve
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%70(mL/mL) konsantrasyonlarinda inhibisyon zonlar1 olustugu goriilmiis (Cizelge
3.3) ve istatistiksel olarak konsantrasyonlar arasinda anlamli bir fark oldugu
belirlenmistir  (p<0,05). P. digitatum’da ise test edilen hi¢gbir RIJ-CH
konsantrasyonunda inhibisyon goriilmemistir. Kiifler iizerinde test edilen
konsantrasyonlarin ¢ok daha yiiksek oldugu diisiiniildiigiinde P. digitatum un test
edilen tiim mikroorganizmalar arasinda en direngli mikroorganizma oldugu tespit

edilmistir.

Sekil 3.8 : RJ-CH karisiminin A. flavus (a) ve P. digitatum (b) iizerinde belirlenmis
inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).
Boukraa (2008a) farkli botanik orijinlerden elde ettikleri 4 bal ¢esidine (2 portakal
cicegi ve 2 okaliptiis) farkli oranlarda RJ ekleyerek P. aeruginosa‘ya karsi
antibakteriyel aktivitesini incelemistir. Okaliptiis ¢esitlerinin MIK degerlerinin, her iki
ornek igin yiizde 12 (mL/mL) oldugu; portakal bali gesitlerinin MIK degerlerinin
sirasiyla yiizde 17 ve 18 (mL/mL) oldugu bildirilmistir. RI'nin MiK degeri ise yiizde
4 (mL/mL) olarak 6l¢iilmiis ve RJ’nin test edilen bakteri susuna kars1 baldan daha
etkili oldugu tespit edilmistir. Test edilen her bal ¢esidine %3(mL/mL) RJ
eklendiginde MIK 'te yiizde 90'dan fazla; %2(mL/mL) RJ eklendiginde MIK'te %66,6
ve %1(mL/mL) RJ eklendiginde MIK 'te %50 diisiis gdzlendigi ifade edilmistir. Bunun
yani sira bal érneklerinin MiK gdzlenen konsantrasyonun yaris1 ve iigte biri RJ ile

karistirilmis ve RJ MIK degerlerinin sirastyla %75 ve %50 azaldig1 bildirilmistir.

Dinkov ve dig. (2016) ar1 siitii ve kolza balinin ayr1 ayr1 ve karigim (RJ:RH, 1:100
mg/mg) halinde metisilin direngli Staphylococcos aureus’a (MRSA) karsi
antibakteriyel aktivitesini test etmislerdir. Bu amagla bakterilerin inkiibasyon oncesi
ve %10, 20, 30 ve 40 konsatrasyonlarindaki iiriinlerle inkiibasyon sonrasindaki

sayimlari karsilastirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, %40 kolza bal1, %20 ve %30
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RJ, %30 RJ: RH (1:100) konsantrasyonlarinin MRSA sayisinda en az 0,3 azalmaya
neden oldugu gbézlenmistir. RJ ve kolza bali karigiminin tek basina kolza balindan daha
yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, bal ve
RJ’nin, tek tek veya kombinasyon halinde, MRSA enfeksiyonlarina kars1 alternatif

terapotik ajanlar olma potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir.

Literatiirde RJ ve farkli bal tiirleri ile yapilan antimikrobiyal ¢alismalar sonucunda RJ-
CH karisiminin bu maddelerin ayr1 ayr1 kullanimindan daha yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu gosterilmektedir. Ayrica kestane balinin diger ballarla
karsilastirildiginda daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini kanitlayan
calismalar da bulunmaktadir. Bu nedenle calismamizda kullandigimiz RJ-CH

karisiminin antimikrobiyal aktivitesinin test edilmesi 6nem kazanmaktadir.

3.4 NKA ve MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Bursa bdlgesinde bir tireticiden taze olarak temin edilen RJ ve CH 1:5 (w/w) oraninda
karistirilmis ve bu karisiminin sitotoksik etkisi BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde NKA
ve MTT yontemleri ile degerlendirilmistir. Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi i¢in
uygun sartlarda ¢ogaltilip 96’1 plakalara ekilen hiicreler deney giinii RPMI 1640
besiyerinde %0,5-%50 (w/v) konsantrasyon araliginda hazirlanan RJ ve bal karigimi
ile muamele edilmistir. Negatif kontrol grubu i¢in yalnizca besiyeri kullanilirken;
pozitif kontrol i¢in ise %1 Triton X-100 iceren besiyeri kullanilmistir. Negatif kontrol
grubundaki hiicre canliligr %100 kabul edilerek tiim 6rnekler i¢in kontrole kiyasla

yasayan hiicre ylizdeleri belirlenmistir.

Noétral kirmizi alm (NKA) sitotoksisite deneyi, Rockefeller Universitesi'nde hiicre
canliligt belirlemeye yonelik kemosensitivite deneyi olarak gelistirilmistir
(Borenfreund ve Puerner, 1985). Bu test canli hiicrelerin supravital boya olan nétral
kirmiziyr alim ve baglama yetenegine dayanmaktadir. Bu zayif katyonik boya, iyonik
olmayan pasif difiizyonla hiicre zarlarina niifuz eder ve lizozomlarda birikir, burada
elektrostatik hidrofobik baglarla lizozomal matrisin anyonik ve/veya fosfat gruplarina
baglanir (Winckler, 1974). Boya daha sonra asitlestirilmis bir etanol soliisyonu
kullanilarak canlt hiicrelerden ekstrakte edilir ve ¢oziindiiriilmiis boyanin absorbansi

bir spektrofotometre kullanilarak 6l¢iiliir (Repetto ve dig, 2008).
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Notral kirmizi alimi, hiicrenin ATP diretimi yoluyla pH gradyanlarin1 koruma
kapasitesine baglidir. Fizyolojik pH'ta boya, sifira yakin bir net yiik sunarak hiicre
zarlarina niifuz eder. Lizozomlarin iginde, sitoplazmaninkinden daha diisiik bir pH"
korumak i¢in bir proton gradyani vardir. Boylece boya yiiklenir ve lizozomlarin iginde

tutulur (Repetto ve dig, 2008).

Notral kirmizi alim1 maksimum 3.5 saatte olmak {izere, boya ile 2 saat temasa kadar
onemli Gl¢giide artar. 1 saatlik maruziyetten sonra bile sitotoksisiteye neden oldugu,
sonuglarin degiskenligini 6nemli 6l¢iide artirdigl, boya ¢okeltilerine neden oldugu ve
kiiltiirlerin morfolojik incelemesini engelledigi i¢cin konsantre ndtral kirmizi soliisyonu

kullanilmast 6nerilmez (Repetto ve dig, 2008).

Hiicre 6ldiigiinde veya pH gradyani azaldiginda, boya hiicrede tutulmaz. Sonug olarak,
tutulan boya miktar1 canli hiicre sayisi ile orantihidir. Ek olarak, canli hiicreler
tarafindan noétral kirmizi alimi, hiicre yiizeyindeki veya lizozomal membranlardaki
degisikliklerle degistirilebilir (Bitensky, 2008). Boylece canli, hasarli veya olii
hiicreleri boya alimlar1 iizerinden spesifik lizozomal kapasitelerine gére ayirmak
mimkiindiir (Bitensky, 2008). Notral kirmizi boyanin eszamanli baglanmasiyla
birlikte lizozomal biitiinliik, hiicre canliliginin oldukga hassas bir gostergesidir. NKA
testi hiicre canliligini 6lger ve yogunluga bagli olarak hiicre replikasyonunu, sitostatik

etkileri veya hiicre 6liimiinii 6lgmek i¢in kullanilabilir (Repetto ve dig, 2008).

Sekil 3.9°da BEAS-2B ve Sekil 3.10°da A549 hiicreleri i¢in NKA testi ile belirlenen
yasayan hiicrelerin canlilik yiizdesinin uygulanan madde konsantrasyonlarina karsi
grafigi verilmistir. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde 24 saatlik madde muamelesi
ardindan uygulanan NKA testi sonuclarina bakildiginda tiim konsantrasyonlarda hiicre
canliliginin negatif kontrol grubuna oranla daha az oldugu ancak bu etkinin
konsantrasyona  bagimli  olmadigi  gOriilmiistiir.  Hiicre  canliigi  tiim
konsantrasyonlarda %70’in altinda oldugu gériilmiis ancak %50 altinda olmadig i¢in

karigimin iki hiicre iizerinde de sitotoksik etkisi bulunmadig1 sonucuna varilmistir.

54



120

100

oiiiiiiiﬁ
K- 05 1 5 10 25 50 K¢

RJ-CH konsantrasyonlar1 (% mg/ml)

% Hiicre Canlilig1
& o ®
S & S

[\
=)

Sekil 3.9 : RJ-CH karisiminin NKA yontemine gére BEAS-2B hiicrelerindeki
sitotoksik etkisi.
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Sekil 3.10 : RJ-CH karisiminin NKA yontemine gore A549 hiicrelerindeki sitotoksik
etkisi.

Bu tez calismasinda RJ-CH karisiminin sitotoksik etkilerini arastirilmasinda kullanilan

bir diger teknik MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir),

testidir. MTT kolorimetrik testi, hiicre canliliginin bir gdstergesi olarak mitokondrinin

islevsel durumunu belirler (Vajrabhaya ve Korsuwannawong, 2018). MTT mitokondri

icinde siiksinat dehidrojenaz tarafindan tetrazolyum halkasinin bdliinmesiyle

¢Oziinmeyen mor bir formazana doniistiiriilen (Bacanli ve dig, 2017) suda ¢oziiniir bir
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tetrazolyum tuzudur (Fotakis & Timbrell, 2006). Formazan {iriinii hiicre zarlarini
gecirmez ve bu nedenle saglikli hiicrelerde birikir (Bacanli ve dig, 2017) (Fotakis ve
Timbrell 2006). Uretilen toplam formazan miktari, kiiltiirdeki canli hiicre sayisi ile
dogru orantilidir; bu nedenle, MTT testi hiicre canliligim1 degerlendirmek icin

kullanilan standart bir yontem haline gelmistir (Lim ve dig, 2015).

MTT testi gecerliligi ¢esitli hiicre hatlarinda test edilmistir. Yapilan aragtirmalar,
MTTin indirgenmesinin hiicrelerde ve mitokondri disinda NADH veya NADPH
tarafindan da saglandigini gostermektedir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Testin
tekrarlanabilirligini ve duyarlilifini gelistirmek i¢cin Mossmann (1983) tarafindan
aciklanan ilk protokoliin daha fazla modifikasyonu oOnerilmektedir (Fotakis ve

Timbrell, 2006).

Bu tez calismasinda 24 saatlik madde muamalesinin ardindan MTT testi
uygulanmistir. Sekil 3.11°de BEAS-2B hiicreleri igin MTT testi ile belirlenen yagsayan
hiicrelerin canlilik yiizdesinin uygulanan madde konsantrasyonlarina karsi grafigi
verilmigtir. BEAS-2B  hiicrelerinde MTT testi sonuglarma gore %0,5
konsantrasyonunda kontrole gore artis goriilmistiir. %1, %5 ve %10 (mg/mL)
konsantrasyonlarinda karisimin BEAS-2B hiicrelerinde 6nemli bir etki olusturmadigi
ancak %25 ten itibaren hiicre canliligini azalttig1 goriilmiistiir. BEAS-2B hiicrelerinde

karigima ait ICso degeri %61,45 (mg/mL) olarak bulunmustur.
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Sekil 3.11 : RJ-CH karistmmin MTT yontemine gore BEAS-2B hiicrelerindeki
sitotoksik etkisi.
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A549 hiicreleri icin MTT testi ile belirlenen yasayan hiicrelerin canlilik ylizdesinin
uygulanan madde konsantrasyonlarina karst grafigi Sekil 3.12°de verilmistir. A549
hiicrelerinde 24 saatlik madde muamelesi ardindan uygulanan MTT testi sonuglarina
gore %0,5-10 (mg/mL) konsantrasyon araliginda kontrol grubuna gore hiicre
canlilifinda artis goriiliirken; %25 (mg/mL) konsantrasyonlarinda kontrole gore hafif
bir azalma oldugu goriilmiistiir. %50 (mg/mL) konsantrasyonunda ise hiicre
canlilifinda azalma oldugu ancak %70’in altinda olmadig: i¢in RJ-CH karisiminin
A549 hiicrelerine kars1 toksik etkisi olmadig1 sonucuna varilmistir. A549 hiicrelerinde

karigima ait ICso degeri %89,37 (mg/mL) olarak bulunmustur.
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Sekil 3.12 : RJ-CH karisiminin MTT yontemine gore A549 hiicrelerindeki sitotoksik
etkisi.
Bu tez calismasinda RJ-CH karisiminin sitotoksik aktivitesini belirlemek i¢in MTT ve
NKA olmak iizere 2 test yapilmustir. Iki test sonuglarina bakildiginda farkliliklar
oldugu goriilmiistiir. Bu farkliliklarin MTT’nin mitokondriyal; NKA’nin lizozomal
aktiviteyl hedef almasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Schréterova ve dig.
(2009) hiicre modelinin tipi ve test edilen kimyasallarin dogas1 ile u¢ noktalarin
duyarhiligindaki  farkliliklarin, rapor  edilen sonuclardaki tutarsizliklar
aciklayabilecegini bildirmistir. Ayrica, tiimor hiicre hatlarinin apoptoza karsi1 daha
direngli olmasi, saglikli ve kanser hiicrelerinin, metabolik aktivite ve molekiiler
kompozisyonundaki farkliliklar gibi yap1 ve islevlerinde farkliliklar gdstermesi

gercegiyle de aciklanabilir (Frey ve digerleri, 2007). Her hiicre tipinin belirli

57



ozellikleri, cesitli savunma mekanizmalarina ve sonug olarak kimyasal bir bilesigin

toksik etkisine kars1 farkli hassasiyete yol agabilir.

Testler sonucunda alinan yanitlarin kullanilan sitotoksisite testine bagli olarak
degistigine dair ¢alismalar bulunmaktadir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Baslangicta,
MTT azalmasinin yalnizca mitokondriyal bolmede meydana geldigi varsayilmistir;
ancak daha sonraki calismalar, MTT'nin mikrozomal ve sitozolik fraksiyonlarda
oksido-rediiktaz tipi enzimler tarafindan da azaltildigin1 gostermistir (Berridge ve dig,
2005). NKA testi, bozulmamis plazma zarlarina sahip canli hiicrelerin supravital NK
boyasini lizozomlara dahil etme ve baglama kapasitesine dayanmaktadir. Bu siireg,
hiicrenin ATP iiretimi yoluyla pH gradyanlarini1 koruma kapasitesine baglidir (Repetto
ve dig, 2008). NKA u¢ noktasinin hiicre tipleri arasinda, dogalarindan bagimsiz olarak
evrensel oldugu varsayilirken, tetrazolyum bazli testler ekspresyonu, lokalizasyonu ve

aktivitesi hiicre tipine bagli olan hiicre i¢i enzimlerin aktivitesini dl¢tiigii icin daha

spesifiktir (Schroterova ve dig, 2009).

Nogueira ve dig. (2011) MTT ve NKA testlerini karsilastirmak i¢in lizin-bazli ylizey
aktif maddelerin farkli hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Yapilan
karsilagtirmalar sonucunda degerlendirilen hiicre hatti veya bilesik ne olursa olsun,
MTT testinin hiicre hasarini tespit etmede NKA testinden daha duyarli oldugu
gosterilmistir. MTT testi, NKA testi ile dnemli bir sitotoksik etkinin gézlenmedigi
konsantrasyonlarda canlilik kaybin1 ortaya ¢ikarmistir (Nogueira ve dig, 2011). Bu tez
calismasinda ise A549 hiicrelerinde NKA’da daha yiiksek hiicre 6liimii tespit edilmis
olup; sekerli bir iirlin olan balin hiicre enerji metabolizmasini desteklerken, hiicrelerde

lizozomal hasara yol agabilecegi sonucuna varilmistir.

Literatiirde RJ-CH karisiminin sitotoksik etkilerini igeren ¢alismalar bulunmamasina
ragmen ar1 iirlinlerinin ¢esitli hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik etkilerinin arastirildig

bir¢ok caligma bulunmaktadir.

Cheraghi ve dig. (2018) RJ’nin insan endotel hiicrelerini yliksek glikoz seviyesinden
korumadaki farkli etkilerini degerlendirmek icin, insan umbilikal ven endotel
hiicrelerini, 5 ve 30 mM glikoz icerigi varliginda, 0.625 ila 10 mg/mL arasinda ¢esitli
konsantrasyonlarda RJ’ye 72 saat boyunca maruz birakmistir. Yapilan MTT testi, 2,5
mg/mL'den diisilk konsantrasyonlarda RJ takviyesinin hiicrelerin hayatta kalma

oranini etkilemedigini ve 30 mM glikozun sitotoksik etkilerini kismen azalttigim

58



gostermistir. Sonug olarak, RJ'nin daha yiiksek konsantrasyonda kullanildiginda 5 ve
30 mM glikoz seviyelerinde HUVEC'ler i¢in giiglii bir sitotoksik ajan oldugu
bildirilmistir.

Jovanovi¢ ve dig. (2018), Sirbistan kaynakli RJ 6rneklerinin normal insan fibroblast
(MRC-5) ve kolorektal kanser (HCT-116 ve SW-480) hiicreleri {izerindeki biyolojik
etkilerini belirlemek i¢in ¢aligmalar yapmistir. Sitotoksik aktiviteyi belirlemek i¢in
yapilan MTT hiicre canlilig1 testi sonucunda RJ’nin test edilen tiim hiicre hatlar
tizerinde 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi bildirilmistir. 24 saatlik tedaviden
sonra hiicre canliligiin belirgin bigcimde arttigr ve test edilen {i¢ hiicre hattinin
hepsinde daha diisiik konsantrasyonlarda proliferasyonun RJ tarafindan indiiklendigi
goriilmiistiir. Daha yiiksek RJ konsantrasyonlari, test edilen tiim hiicre hatlarinda hiicre
canliliginda azalmaya neden olsa da kanser hiicrelerinde iyilesme gozlenmistir. 250
pg/ml konsantrasyonda test edilen kanser hiicre hatlarinda RJ'nin hafif sitotoksik etkisi
goriilmiis ve kanser hiicreleri, tedaviye normal fibroblast hiicrelerine gore biraz daha
yiiksek duyarlilik gostermistir. RJ'nin etkisi, sitotoksisite i¢in bir parametre olarak
kullanilan ICso degeri igin 500 pg/ml'den yiiksek ¢ikmistir. Zayif antiproliferatif
etkiler dikkate alindiginda, ICso degerleri uygulanan en yiiksek RIJ
konsantrasyonundan daha yiiksek oldugu, hesaplanamayacagi ve RJ’nin, arastirilan

hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksik etki gostermedigi bildirilmistir.

Ozkok ve dig. (2021) Tiirkiye'nin 5 farkli bolgesinden (RJ1: Balikesir 1, RJ2: Bursa
1, RJ3: Canakkale 1, RJ4: Yalova 1, RJ5: Bursa 2) temin edilen RJ’lerin yag dokusu
kaynaklt mezenkimal kok hiicreler (AdMSC'ler) {izerinde proliferasyon
potansiyellerini 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarla degerlendirmistir. Yapilan analiz
sonuglarinin bolgeden bolgeye degistigi; hiicrelerin canliliginin RJ konsantrasyonlari
ile RJ5 diginda iliskili olmadigini ortaya koymustur. Konsantrasyona bagimli yanit
ancak hiicrelerin canliliginin arttig1 3. giinde RJ5 tedavisinden sonra gozlenmis; en

diisiik RJ5 konsantrasyonu ile muamele edilen hiicrelerde, daha diisiik canlilik

goriilmiistiir.

Abandansari ve dig. (2018) dogal bir madde olarak RJ ve doksorubisinin prostat kanser
(PC3) hiicrelerinin canlili1 iizerindeki eszamanli etkisini ve RJ'nin doksorubisin
tarafindan olusturulan sitotoksik etkiyi artirma yetenegini belirlemek i¢in ¢alisma
yapmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari, RJ'nin sitotoksik etkilerinin hem konsantrasyona

hem de zamana bagli oldugunu gdstermistir. Ayrica, RJ'nin PC3 hiicreleri tizerindeki
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en iyi sitotoksik etkisin, 72 saatlik inkiibasyondan sonra 100 mg/mL konsantrasyonda
RJ ile 10 pg/mL konsantrasyonda DOX birlikte uygulandiginda tespit edilmistir.
Ayrica, PC3 hiicrelerinin ¢esitli konsantrasyonlarda RJ ile 6n tedavisinin,
doksorubisinin sitotoksik etkilerini daha diisiik konsantrasyonlarda arttirdig
bildirilmistir.

Kurdi ve Alhusayni (2019) en yaygin kullanilan terapotik ajanlardan biri olan 5-
Florourasil (5-FU), dogal ar1 iirlinleri ve kombinasyon konsantrasyonlarinin MCF-7
meme kanseri hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkilerini arastirmak icin calismalar
yapmistir. Bal, RJ, polen taneleri ve bunlarin 5-FU'lu veya 5-FU'suz
kombinasyonlarindan olusan 6rneklerin meme kanser hiicre hatlarina karst (MCF-7)
etkilerini in vitro siilforodamin B (SRB) testi ile arastirmiglardir. Bal ve 5-Fu ile
takviyenin, MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinin canliligini in vitro olarak inhibe
ettigi, ICsonin yalnizca 5-FU ile 7.79 uM/ml'ye kars1 7.65 uM/ml'ye distiigi
goriilmiistiir. Benzer sekilde, RJ ile 5-FU uygulamasinin, MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinin biiyiimesini 6énemli 6l¢iide inhibe ettigi, ICso’yi 4,95uM'ye diislirdiigii
belirlenmistir. Ayrica, polen taneleri ve ar1 iiriinleri (H+RJ+PG) ile 5-FU takviyesinde,
sirastyla ICso degerlerinin 23,45 ve 4,26 uM/ml olarak hesaplanmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda bal, RJ ve ar1 poleni ile temsil edilen ar1 iiriinlerinin 5-
Furacilin sitotoksisitesini arttirmak ve sonu¢ olarak meme kanserini ve metastazini
yenmek icin kullanilabilecegi bildirilmistir. Bunun yani sira, ar1 {riinlerinin
kombinasyon halinde kullaniminin tek tek kullanimdan daha etkili oldugu ICso

degerlerinden anlasilmaktadir.

Seyhan ve dig. (2017) kestane, sedir, cam ve ¢ok cicekli ballardan elde edilen belirli
agac kokenli ballarin, kadinlarda en sik goriilen kanser olan meme kanseri, MCF7,
SKBR3 ve MDAMB-231 farkl tiirlerini temsil eden hiicre hatlar1 ile kontrol olarak
MCFI10A fibrokisttk meme epitel hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkilerini
arastirmigtir. Bal Orneklerinin hiicre canliligmma etkileri etanol/su ¢ozeltilerinin
konsantrasyona (1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 pg/mL) ve zamana (24., 48. ve 72. saat) bagh
olarak suda ¢oziiniir WST-lyontemiyle incelenmistir. Kestane balinin, diisiik
konsantrasyonlarda bile (1 pg/mL'den baglayan bal konsantrasyonlari) kontrol
MCF10A hiicreleri de dahil olmak {izere tiim hiicre hatlarinda %50min iizerinde
sitotoksisiteye neden oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde sedir balinin en etkili ikinci

bal oldugu da gézlemlenmistir. 1 pg/mL konsantrasyonlu sedir bali, MCF10A, MCF7
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ve SKBR3'te istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli bulunmustur. Buna karsilik,
cam bali, ayn1 zaman noktasinda 1 pg/mL konsantrasyonla yalnizca MDAMB 231
hiicrelerinde 6nemli Ol¢lide onemli sitotoksisite gostermistir. Cam bali, sedir ve
kestane ballar1 gibi 2,5-5 pg/mL konsantrasyonlarda MCF-7 ve SKBR3 kanser hiicre
hatlarinda antikanser etki yaratirken, 2.5-5 pg/mL konsantrasyonlarla MCF10A
kontrol hiicrelerinin canliligini arttirmistir. Cam bali, sadece MCF10A hiicre hattinda
daha yiliksek konsantrasyonlarda (10 pg/mL) sitotoksisite gostermistir. Bal
orneklerinin MCEF-7 hiicre hatti tizerindeki apoptotik etkileri
kestane>cam>sedir>multifloral olarak bulunmustur. Kestane, sedir ve cam bali, meme
kanseri hiicre dizileri, MCF7, SKBR3 ve hatta hedeflenen antikanser tedavisinden
yoksun ii¢lii negatif meme kanserini temsil eden en agresift MDAMB 231 iizerinde
dikkate deger bir sitotoksik etki gostermistir. Kestane ve sedir ballar1 tiim hiicre
dizilerinde en sitotoksik olarak one ¢ikarken, cam balinin kanser hiicreleri iizerinde
toksik iken kontrol hiicrelerinde diger ballara gore en az toksik etkili oldugu

bulunmustur.

Imtara ve dig. (2019) Filistin (H1-6) ve Fas'ta (H7-12) farkli lokasyonlardan toplanan
on iki bal Orneginin fenolik bilesiklerini karakterize etmek ve insan kolorektal
karsinom hiicre hattt HCT-116 ve meme kanseri hiicre hattt MCF-7 {izerinde sitotoksik
ve sitostatik etkilerini degerlendirmistir. MTT test sonuglarina goére Filistin
ornekleriyle igleme tabi tutulan her iki hiicre dizisinde de hiicre canlilifinda 6nemli bir
azalma gozlenmemistir. Morar bali (H1), Morar akhdar (H2), Bochnikha (H9), Kabbar
(H10), Daghmos (H11) ve Arbousie (H12) ballar1 2000 pg/ml numune
konsantrasyonunda HCT hiicreleri {izerinde antiproliferatif aktivite gostermistir.
Kabbar bal 6rnegi (H10), kontrol hiicrelerine kiyasla hiicre canliliginda %42 azalma
ile en yiiksek sitotoksik etkileri gostermistir. Zaatar (H7) ve Limon (HS8) bal 6rnekleri
HCT hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirmistir. Bu sonuglar, bu numunelerin hidrojen
peroksit seviyesi ile agiklanabilecegi; balin kanser hiicrelerinde proliferatif etkisinden

hidrojen peroksitin sorumlu oldugu bildirilmistir.

Celebioglu (2020) kestane balinin probiyotik bakteriler lizerindeki etkilerini ve
probiyotikler ile kestane bali kombinasyonunun kanser hiicreleri iizerindeki in vitro
sitotoksik etkilerini arastirmistir. Kestane balinin bakteri tiremesi tizerindeki etkileri
incelendikten sonra Lactobacillus acidophilus 1LA-5 ve Lactobacillus rhamnosus

GG'nin probiyotik ozellikleri iizerine etkileri incelenmistir. Bakteriler, kestane bali
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tizerinde ¢ogaldiktan sonra, sirasiyla meme ve kolon kanseri hiicre dizileri, MCF-7 ve
Caco-2 ve kanserli olmayan bir meme epitel hiicre dizisi MCF-10A iizerindeki in vitro
sitotoksik etkileri arastirilmistir. Sonug olarak, kestane bali, bliylimeyi artirarak ve
otoagregasyon ve yiizey hidrofobikligi gibi probiyotik 6zelliklerini modiile ederek
probiyotik bakterileri olumlu yonde etkilemistir. Ayrica kestane bali {izerinde
yetistirilen probiyotikler, kanser hiicre hatlar1 lizerinde tek basina probiyotiklerden
veya baldan daha fazla sitotoksik etki gostermistir. Bu ¢alismada bal ve probiyotik
kombinasyonlarimin yeni nutrasétikler formiile etme potansiyeline sahip oldugu

bildirilmistir (Celebioglu, 2020).

Literatiirdeki caligmalar degerlendirildiginde ar1 iirlinlerinin ayr1 ayri ve kombine
calismalarina gore ar1 Uriinlerinin karisim halinde kullanilmasinin ¢ok daha etkili
oldugu sonucuna varilmaktadir. Kestane balinin da diger ballara gore daha yiiksek
aktivitesi oldugunu gosteren ¢aligsmalar dikkate alinarak bu ¢alismada RJ-CH karigimi
kullanilmistir.  Ancak  yapilan testler sonucunda karisimin  uygulanan
konsantrasyonlarinda saglikli (BEAS-2B) ve kanserli (A549) hiicre {izerinde segici bir

sitotoksik etkisi veya sitostatik bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

Yapilan bir c¢alismada yiiksek RJ konsantrasyonlarinin, daha diisiik RJ
konsantrasyonlarina kiyasla hiicrelerin biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in daha uygun bir
pH'ya hizmet edebilecegi bildirilmistir (Ozkok ve dig, 2021). Ayrica, RJ proteinlerinin
U-937 monositlerinin (Watanabe ve dig, 1998) proliferasyonunu ve hepatosit DNA
sentezini ve albiimin tiretimini (Kamakura ve dig, 2001) uyardig: bildirilen ¢aligmalar
da bulunmaktadir. Bu durumun, hepatosit DNA sentezinin uyarilmasinda rol oynayan
birka¢ dnemli hiicre i¢i sinyal faktoriiniin aktivasyonu ile saglandigi ve ar1 siitiindeki
57-kDa proteini de hiicrelerin apoptozdan korunmasinda rol oynadig: bildirilmistir
(Kamakura, 2002). Bagka bir ¢alismada ise aragtirmalar, ar1 siitiiniin igerigi (biliylime
faktorleri veya hormonlar) araciliiyla hiicre biiylimesini tesvik ettigini iddia etmistir
(Kamakura, 2002). Narita ve dig. (2006), RJ'nin fare osteoblast benzeri MC3T3-El
hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigini bildirmistir. Ayrica farelere RJ'nin oral
yoldan verilmesinin kemik kiil iceriginde bir artisa ve tip I prokollajen gen
ekspresyonunun yukar1 regiilasyonuna neden oldugunu da belirtmislerdir (Ozkok ve
dig, 2021). Bu tez c¢alismasindaki sonuglarin da ari siitiiniin yukarida belirtilen

ozelliklerinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Literatiirde glikoz ve fruktoz miktarinin hiicre proliferasyonu etkileri olduguna dair
calismalar da bulunmaktadir. Han ve dig. (2015) yaptiklart ¢alisma sonucunda diigiik
glikozun hiicre biiyiimesini inhibe ettigini, apoptozu indiikledigini ve hiicre dongiisii
G1 kontrol noktasinda durmasina neden oldugunu, yiiksek glikozun ise endometriyal
kanserde yapigsma ve invazyon kabiliyetini artirdigini géstermistir. Ayrica glikozun,
AMPK, AKT/mTOR/S6 ve MAPK yollarmi diizenleyerek glikolitik aktiviteyi

arttirdig1 ve hiicre proliferasyonunu uyardigi bildirilmistir.

Fruktoz metabolizmasi, timdrlerin gelisimi ve ilerlemesinde de rol oynamaktadir (Han
ve dig, 2015). Caligmalar, akut miyeloid l6semi (AML) hiicrelerinin, glukoz
yoklugunda hiicre ¢ogalmasini tesvik etmek i¢in ikame olarak fruktoz kullandigini
gostermistir (Chen ve dig, 2016). Fruktozun meme kanseri hiicrelerinde lipoksijenaz-
12 ve ilgili bir yag asidi 12-HETE iiretimini indiikleyerek meme kanseri ilerlemesi ve

metastaz riskini artirabilecegini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Jiang et al., 2016).

Glikoz ve fruktozun kanser hiicrelerinde proliferasyonun artiran ¢aligmalar géz oniine
alindiginda; hazirlanan karisimda bulunan kestane balinin glukoz ve fruktoz igeriginin
A549 akciger kanser hiicreleri {iizerinde proliferasyonu arttirict etki yaptig

distintiilmiistiir.

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde de genel olarak hiicre canliliginin
konsantrasyona bagimli olmadigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ tez ¢alismamizdaki
sonuglarla benzerdir. Ayrica art siitii kullanilarak yapilan ¢aligmalarda ICso
degerlerinin  yiiksek  ¢iktigi  bildirilmekle  birlikte  testlerde  kullanilan
konsantrasyonlarla bu ¢alismadaki konsantrasyonlar kiyaslandiginda, sitotoksik bir
aktivite gozlenmemesine ragmen kestane balinin ar1 siitiiniin hiicre canlilig1 tizerindeki
etkisini degistirdigi sdylenebilir.

RJ-CH karnisiminin BEAS-2B ve AS549 hiicre hatlar1 iizerinde yapilan testler
sonucunda hiicre canliliginin konsantrasyona bagimli olmadig1 ve sitotoksik bir etki

gostermedigi sonucuna varilmistir.

3.5 Comet Yontemi ile Genotoksisite ve Antigenotoksisitenin Degerlendirilmesi

1:5 (w/w) oraninda karistirilan ar1 siitii ve kestane balinin hiicreler {izerinde yapilan
sitotoksisite testleri sonucunda her iki hiicre hatt1 i¢in de sitotoksik etki gostermedigi

belirlenen %1, %S5, %10 ve %25 konsantrasyonlarinda genotoksik ve antigenotoksik
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etkiyi belirlemek icin Comet testi yapilmustir. Istatistiksel analiz icin IBM SPSS 22.0
bilgisayar programinda Oneway ANOVA testi yapilmis ve karsilagtirmalar icin
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri kullanilmistir.
RJ-CH karisiminin genotoksik etkisini incelemek icin BEAS-2B ve A549 hiicreleri
direkt olarak karisimin belirlenen konsantrasyonlarinda muamele edilirken;
antigenotoksik etkisini incelemek i¢in dncelikle BEAS-2B ve A549 hiicreleri H>O> ile
muamele edilerek DNA hasar1 olusturulmustur. Ardindan farkli konsantrasyonlardaki
RJ-CH karigimi uygulanarak karigimin H>O; kaynakli DNA hasarin1 onarmadaki etkisi
degerlendirilmistir. Sekil 3.13’te BEAS-2B hiicrelerinin genotoksisite Comet testi

goriintlileri verilmistir.

@
d e

Sekil 3.13 : BEAS-2B hiicrelerinin genotoksisite Comet Testi goriintiileri.

(a:Kontrol; b:%1; c:%5; d:%10; e:%25)

Cizelge 3.5’te An siitii-kestane bali karigiminin BEAS-2B hiicrelerinde olusturdugu
genotoksik ve antigenotoksik etkisine iligkin deney sonuglar1 verilmistir.Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda RJ-CH karisiminin negatif kontrol ile kiyaslandiginda
%10 ara konsantrasyonunda BEAS-2B hiicrelerinde sebep oldugu DNA hasarinda
kontrole kiyasla arttigi ancak bu artisin istatisitksel olarak anlamli olmadigi
goriilmiistiir (p>0,05). %S konsantrasyonunda kontrole kiyasla DNA hasarindaki
azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigr (p>0,05); %1 ve %25
konsantrasyonlarinda ise kontrol ile kiyasla DNA hasarinin istatistiksel olarak anlaml

bir sekilde azaldigi goriilmistiir (p<0,05).



Cizelge 3.5 :

antigenotoksik etkisine iligkin bulgular.

RJ-CH karistmimnin BEAS-2B hiicreleri iizerinde genotoksik ve

Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Yogunlugu Kuyruk Momenti
Gruplar Ortalama Ortalama Ortalama
(£standart hata) (£standart hata) (£standart hata)
Negatif Kontrol 24,695+0,614 12,116+1,353 1,862+0,296
%1 RJ-CH 24,667+0,434 7,369+0,883 a 0,993+0,165 *
%5 RJ-CH 28,764+0,662 * 11,891+1,059 1,656+0,157
%10 RJ-CH 28,808+0,507 * 12,616+1,004 1,807+0,166
%25 RJ-CH 24,902+0,394 7,675+0,821 * 0,993+0,145 @
Pozitif Kontrol (H,O») 46,390+1,2742 39,058+1,230 ® 8,642+0,369 #

%1 RJ-CH + H20,

%5 RJ-CH + H,0O,

%10 RJ-CH + H,0O»

%25 RJ-CH + H,0O»

44,118+1,111°

44,021+0,827 *

50,314+1,106 *°

47,344+1,075 *°

33,762+1,415%°

33,479+1,229 =°

44.707+1,365 *°

31,080+1,387 =°

7,203+0,399 *°

6,896:+0,288 *°

10,996+0,475 *°

7,318+0,405 *°

Sonuglar iki ¢alismanin ortalama degeri + standart hata olarak verilmistir.
a Negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1

b Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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RJ-CH karistminin H2O; ile hasara ugratilmis BEAS-2B hiicreleri iizerindeki
antigenotoksik etkisi yapilan istatistiksel analizler sonucunda pozitif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda H>O> uygulanan gruplara karst RJ-CH karigiminin yalnizca %10
konsantrasyonunda hiicrelerde olusan DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli bir
artis gosterdigi (p<0,05); %1, %5 ve %25 konsantrasyonlarinin ise istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gosterdigi (p<0,05) belirlenmistir. Sekil 3.14’te BEAS-2B

hiicrelerinin antigenotoksisite Comet Testi goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.14 : BEAS-2B hiicrelerinin antigenotoksisite Comet Testi goriintiileri.

(a:Kontrol; b:%1; c:%5; d:%10; e:%?25)

Cizelge 3.6°da an siitii-kestane bali karisiminin A549 hiicrelerinde neden oldugu
genotoksik ve antigenotoksik etkilerine iliskin deney sonuglar1 verilmistir. Istatistiksel
analizler sonucunda negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda RJ-CH karigiminin tiim
konsantrasyonlarda DNA hasarinda artiga sebep oldugu ancak bu artisin %10
konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05); %1, %5 ve %25
konsantrasyonlarinin ise anlamli olmadig1 (p>0,05) goriilmiistiir. Sekil 3.15’te A549

hiicrelerinin genotoksisite Comet testi goriintiileri verilmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda RJ-CH karisiminin H>O; ile hasara ugratilmis
A549 hiicreleri iizerindeki antigenotoksik etkisi pozitif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda RJ-CH karisiminin yalnizca %1 konsantrasyonunda hiicrelerde olugan
DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi (p<0,05); %5, %10
ve %25 konsantrasyonlarinin ise istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi

(p<0,05) belirlenmistir.



Cizelge 3.6

antigenotoksik etkisine iliskin bulgular.

RJ-CH karisimmin A549 hiicreleri iizerinde genotoksik ve

Kuyruk Uzunlugu  Kuyruk Yogunlugu = Kuyruk Momenti
Gruplar Ortalama Ortalama Ortalama
(£standart hata) (£standart hata) (£standart hata)
Negatif Kontrol 43,853+1,022 15,312+1,175 2,795+0,271
%1 RJ-CH 42,566+1,125 17,050+1,391 2,998+0,364
%5 RJ-CH 45,682+1,293 17,728+1,475 3,936+0,503
%10 RJ-CH 56,761+2,103 ® 25,007+1,8472 6,573+0,768 *
%25 RI-CH 47,779+1,511 17,870+1,326 3,997+0,231
Pozitif Kontrol 48,624+1,2642 35,286+1,771® 8,470+0,571 *

H>O02 + %1 RJ-CH

H,0, + %5 RJ-CH

H>0, + %10 RJ-CH

H>0s + %25 RJ-CH

43,299+1,022

51,722+1,426 *°

54,086+1,205 *°

57,748+1,624 =°

28,714+2,004 P

41,836+1,954 °

46,771+1,824 &

43,940+2,004 *°

6,783+0,577

11,244+0,742 *°

11,98440,601

12,902+0,859 =

Sonuglar iki ¢alismanin ortalama degeri + standart hata olarak verilmistir.

a Negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml

b Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 3.15 : A549 hiicrelerinin genotoksisite Comet Testi goriintiileri

(a:Kontrol; b:%1; c:%5; d:%10; e:%25)

-

Sekil 3.16 : A549 hiicrelerinin antigenotoksisite Comet Testi goriintiileri

(a:Kontrol; b:%1; c:%5; d:%10; e:%?25)

Genetik toksikoloji, hiicrelerin DNA ve kromozomlarina zarar verebilecek ajanlarin
incelenmesidir. Okaryotik organizmalarda somatik hiicrelerdeki genetik hasar
maligniteye yol acabilir. Esey hiicrelerinde iiremeyi olumsuz etkileyebilir veya kalitsal
mutasyonlart tetikleyebilir. Sonug olarak, bir bilesigin genotoksisitesini aragtirmak,
genellikle kanserojenlik mekanizmasini anlamaya calismak baglaminda yiiriitiiliir.
Genotoksisitenin arastirilmasi, yeni bir bilesigin kanserojen ve/veya mutajen olup
olmadiginin degerlendirilmesinde de 6nemlidir ve bu siireg, hiicreler i¢in temel tehlike

tanimlama siirecine katkida bulunur (Phillips ve Arlt, 2009).



Bu tez ¢alismasinda ari siitii ve kestane bali karistmimin BEAS-2B ve A549 hiicre
hatlar1 tizerindeki genotoksik ve antigenotoksik etkilerini belirlemek i¢cin Comet testi

kullanilmustir.

Comet testi (Tek hiicre jel elektroforezi), yeni ila¢ adaylarimin giivenligini
degerlendirmek i¢in bir genotoksisite testi olarak kullanilmaktadir. Yeni kimyasallarin
veya farmasoétiklerin erken ve giivenilir genotoksisite taramasi i¢in degerli bir aractir.
Tek hiicre jel elektroforezi, cesitli uygulamalarla DNA hasarint ve onarimini
incelemek icin yararl bir tekniktir. Bu mikrojel elektroforez tekniginde, bir mikroskop
lami iizerinde ince bir agaroz jel i¢inde siispanse edilen az sayida hiicre pargalanir,
elektroforeze tabi tutulur ve bir floresan DNA baglayici boya ile boyanir. Artan DNA
hasarina sahip hiicreler, elektroforezde ¢ekirdekten anoda dogru, bir kuyruklu yildizin
seklini andiran kromozomal DNA'nin artan gocilinii gosterir (Speit and Hartmann,

2006).

Comet analizinde, hiicreler tek tek halde mikroskop lami iizerinde agaroz igine
gomiiliir, pH 10.0'da deterjan ve yiiksek bir tuz konsantrasyonu ile parcalanir ve daha
sonra pH>13.0 olan alkali kosullar altinda kisa bir siire elektroforeze tabi tutulur. Lizis
sirasinda, yiiksek oranda siliper sarmalli deoksiriboniikleik asit (DNA) iceren
niikleoidler disindaki hiicre igerikleri ¢ikarilir. Alkaliye yerlestirildiginde, DNA ipligi
kopma bolgelerinden gevsemeye baslar, bdylece daha fazla DNA hasari olan hiicreler,
DNA'nin niikleoidlerden anoda dogru gogilinii artirarak bir “kuyruklu yildiz”
goriiniimii verir. Niikleoidler floresan bir DNA baglayici boya ile boyanir, floresan
mikroskobu ile gorsellestirilir ve DNA hasar1 goriintii analizi veya gorsel puanlama ile

olciiliir (Zegura ve Filipi¢, 2004).

Literatlirde siitii ve kestane bali karisiminin genotoksik ve antigenotoksik etkisini
arasgtiran ¢aligma olmayip; yalnizca ari siitiiniin veya diger ar1 liriinlerinin genotoksik

ve antigenotoksik etkileri ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir.

Galaly ve dig. (2014) an siitiiniin (RJ), epilepsinin hem jeneralize hem de parsiyel
ndbetleri i¢in yaygin olarak kullanilan bir antiepileptik ila¢ olan Valproik asit (VPA)
ile indiiklenen genotoksisite ve nefrotoksisite lizerindeki anti-mutajenik ve anti-
histopatolojik etkilerini arastirmak igin erkek albino fareler ilizerinde caligsmalar
yapmustir. Farelerin 21 giin boyunca 50, 100 ve 200 mg/kg konsantrasyonlarinda VPA

ile es zamanli olarak RJ ile tedavisi, 50 ve 100 mg/kg konsantrasyonlart i¢in
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kromozomal anormalliklerde 6nemli azalma ve mitotik indekste (P<0,05) yiikselme
ile bobrek dokularindaki histolojik degisikliklerin azalmasiyla tek basina VPA ile
tedavi edilenlere kiyasla daha iyt bir koruma gostermistir. 50 ve 100 mg/kg
konsantrasyonlarinda RJ, iyilestirici etkiyi uygulamada daha giiglii goriindiigi
bildirilmistir.

Cavusoglu ve dig. (2009), RJ ile takviyenin albino farelerde Kadmiyum'un neden
oldugu genotoksisite ve oksidatif hasarlara karsi yararli etkiler yarattigini ve
indiiklenen kromozomal aberasyonlar iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
belirtmistir. El-Nekeety ve ark. (2007), arjinin fumonisinin toksik tehlikelerine kars1
potansiyel koruyucu etkisini belirlemis, RJ'nin glutatyon peroksidaz olusumunun
artmasina ve lipit peroksidasyonunun ve serbest radikal olusumunun baskilayici
etkilerine ek olarak oksijen radikali temizleyici ve antioksidan 6zelliklere sahip
oldugunun kanitlandigini belirtmistir. Ayrica, Abd El-Monem (2011), ar1 siitiiniin
antioksidan durumda 6nemli bir iyilesmeye ve malondialdehit tiretiminin énemli bir
inhibisyonuna neden oldugunu ve malathion tarafindan indiiklenen DNA hasarini ve

genotoksisiteyi iyilestirdigini ortaya koymustur.

Ali Acar (2021) sodyum benzoatin potansiyel toksik etkilerine karsi ar siitiiniin (RJ)
koruyucu roliinii, Allium cepa L. test materyali iizerinde arastirmistir. Sodyum benzoat
(100 mg/L), RJ (25 mg/L ve 50 mg/L konsantrasyonlar1) ve sodyum benzoat-RJ
kombinasyonlar1 ile muamele sonucunda uygulama konsantrasyonuna bagl olarak,
RJ’nin sodyum benzoat kaynaklt DNA hasarimi azalttigi ve kuyruk DNA, kuyruk
momenti ve Olive kuyruk momenti yiizdesinde bir azalmaya neden oldugu
goriilmiistiir.  Antimutajenik etki, kuyruk DNA yiizdesindeki azalma ile
degerlendirilmis ve RJ uygulamalarinin sodyum benzoat genotoksisitesine karsi
antimutajenik etkisi 25 mg/L i¢in %41,22 ve 50 mg/L i¢in %57,33 olarak
belirlenmistir. DNA hasarinin nedeninin, sodyum benzoatin neden oldugu oksidatif
strese bagli olabilecegi ve hasardaki azalmanin, RJ uygulamasinin DNA onarim

stirecleri ile etkilesiminden kaynaklaniyor olabilecegi bildirilmistir.

Tiirkmen ve dig. (2009) ar siitii'nlin (RJ) Allium cepa L. kdk ucu hiicrelerinde petrol
atik sularinin neden oldugu genotoksisite ve lipid peroksidasyonu lizerindeki koruyucu
etkisini arastirmistir. Genotoksisite ve lipid peroksidasyonunu belirlemek icin
malondialdehit (MDA) diizeyi, mitotik indeks (MI), mikroniikleus sikligt (MN) ve

kromozomal anormallikleri (KA) testleri uygulanmistir. Hiicreler, ardisik 10 giin
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boyunca yalnizca atik su, yalnizca RJ (25 ve 50 um konsantrasyonlar) ve RJ + atik su
ile muamele edilmistir. Atik suya maruz kalma, KA'larda ve MN olusumunda 6nemli
bir artisa neden olurken; MI'da bir azalmaya neden oldugu ve atik suya maruz kalan
koklerin MDA seviyelerinde onemli bir artis oldugu gdzlenmistir. Petrol atik
suyundaki agir metaller, lipid peroksidasyonunu gosteren MDA iiretimini 6nemli
Olciide artirmistir. Test edilen her bir RJ konsantrasyonunun (25-50 pm) atik su
toksisitesine karst koruma sagladigi ve en gii¢lii koruyucu etkinin 50 um
konsantrasyonunda gozlendigi bildirilmistir. In vivo sonuglar, ar1 siitliniin petrol atik
sularinin neden oldugu toksisiteye karsit potansiyel bir koruyucu oldugunu ve

koruyucu roliiniin konsantrasyona bagimli oldugunu gostermistir.

Fahmy ve dig. (2015) bir bal aris1 iiriinii karigiminin (bal, ar siitii ve polen taneleri)
antikanser ilaci siklofosfamidin (CP) neden oldugu genotoksisiteye karst koruyucu
roliinii degerlendirmek i¢in ¢alisma yapmistir. Farelere CP enjekte edildikten sonra,
bal aris1 drlinleri karigimi, insanlarin giinliik alimina tam olarak esdeger bir
konsantrasyonda 5, 10 ve 15 giinliik farkli siirelerde agizdan verilmistir. Sonuglar, bal
kartistminin  CP'nin  genotoksik yan etkilerini 1iyilestirdigini ortaya koymustur.
Kromozomal anormallikleri, CP uygulanan grupta % 25,20+1,30'a ulasirken, 15 giin
boyunca bal karisimi ile on islem gormiis CP grubunda bu degerin yarisi
%12,30+0,54'e ulasilmistir. Bal aris1 tirtinlerinin karigiminin, antikanser ilact CP'nin
genotoksik yan etkilerini en aza indirmek i¢in kemopreventif ajan olarak

kullanilabilecegi ve bunun i¢in alan1 acabilecegi sonucuna varmistir.

Yapilan literatiir arastirmalart dogrultusunda ar1 siitii ve kestane bali karisiminin
kullanimuyla ilgili calisma bulunmadigi ve yalnizca ar1 siitiiniin hiicrelerde meydana
gelen genetik hasar iyilestirici etki gosterdigi gortilmistiir. RJ-CH karigimimin BEAS-
2B ve A549 hiicre hatlar1 lizerindeki genotoksik ve antigenotoksik etkisini belirlemek
icin Comet yontemi kullanilmis ve kuyruk yogunlugu parametresine gore
degerlendirme yapilmistir. Buna gore karistmin, her iki hiicre hatti i¢in de %10
konsantrasyonunda genotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. Bunun yanisira
karisimin BEAS-2B hiicreleri i¢in %1, %5 ve %25 konsantrasyonlarinin; A549
hiicreleri i¢in de %1 Kkonsantrasyonunun antigenotoksik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Yapilan degerlendirmelere gore RJ-CH karigiminin H>O»> ile indiklenmis

DNA hasarmi onarmada
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4. SONUC VE ONERILER

Son zamanlarda dogal {iriinlerin hastaliklarin tedavisinde kullanimina olan ilgi oldukga
artmistir. Bu artis, aragtirmacilari birgok ar1 {riiniiniin tedavi yontemi olarak
kullanildig1 apiterapiye yonlendirmektedir. Bal, ar1 siitii, polen ve propolis gibi ar1
iriinleri antitiimdral, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan gibi bir¢ok biyolojik
ozelliklere sahiptir. Bu {riinlerin ayr1 ayr1 kullanimina dair eski zamanlardan beri
bir¢ok calisma yapilmistir. Son ¢aligmalarda ise bu tiriinlerin kombinasyon halinde

kullaniminin biyolojik aktivitelerini arttirdigina dair kanitlar bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda an siitii ve kestane bali karigiminin toplam fenolik igerigi,
antioksidan aktivitesi, Gram (+) ve Gram (-) bakteri, maya ve kiifler iizerindeki
antimikrobiyal aktivitesinin yanisira saglikli insan akciger epitelyal hiicre hatti
(BEAS-2B) ve akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) lizerindeki sitotoksik ve genotoksik

aktiviteleri arastirilmistir.

Folin-Cioalteu yontemi ile yapilan test sonuglarina gére RJ-CH karisiminin toplam
fenolik icerigi 74+3,86 mg GAE/100 g olarak; antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in
yapilan FRAP ve ABTS testlerine gore karisimin antioksidan aktivite degerleri
381,9423,55 uM TE/100 g ve 506+4,38 uM TE/100 g olarak belirlenmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde; agar kuyucuk difiizyon ve sivi
mikrodiliisyon yontemleri kullanilmistir. En yiikksek MBK degerine sahip olan S.
aureus’un karisima en direncli bakteri oldugu goriiliirken; en diisik MBK degerine
sahip bakterilerin S. epidermis ve L. monocytogenes’in karisima en duyarli bakteriler
oldugu saptanmistir. Karisimm MIK/MFK  degerleri incelendiginde; RJ-CH
karisiminin test mayalarina karsi kiiflerden daha yiiksek antifungal aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

Notral kirmizist alim (NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir (MTT) yontemleri kullanilarak degerlendirilen sitotoksik aktivite bulgularina
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gore karigimin test edilen konsantrasyonlarda (%0,5, %1, %5, %10, %25, %50 mg/ml)

her iki hiicre hatti i¢in de sitotoksik olmadig1 belirlenmistir.

Genotoksik aktiviteyi belirlemek i¢in Comet testi uygulanmis ve DNA hasari
Olclimiine yonelik veriler degerlendirildiginde ar siitii-kestane bali karigiminin A549
ve BEAS-2B hiicreleri i¢in yalnizca %10 konsantrasyonunda muamelesiz kontrol

grubuna kiyasla genotoksik etki gosterdigi sonucuna varilmistir.

Antigenotoksik aktiviteyi belirlemek i¢in hiicreler H,O» ile DNA hasarina ugratilmis
ve Comet testi uygulanmistir. Sonuglara gore RJ-CH karisimi A549 hiicrelerinde
yalnizca %1 konsantrasyonunda DNA hasarini onarirken; BEAS-2B hiicrelerinde %1,

%35 ve %25 konsantrasyonlarinda DNA hasarini onardigi belirlenmistir.

Literatiir incelemelerimiz sonucunda ar1 siitii ve kestane balinin biyolojik
aktiviteleriyle ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Bu tez ¢calismasinda art siitii kestane
bali karisiminin biyolojik aktivitesi ilk kez ¢alisilmistir ve bu sonuglarin gelecek
calismalar i¢in Onemli olacagi diisiiniilmektedir. Karigimin biyolojik aktivitesine
yonelik daha fazla in vitro ve in vivo ¢alisma planlanmasi1 ve kimyasal igeriginin
arastirilmasi her ikisi de giiclii aktivitelere sahip bu iki iirliniin karigiminin etkisini daha
net ortaya koyacaktir. Boylelikle, karisimin hiicreler tizerindeki etki mekanizmasi daha
net bir sekilde agiklanabilecektir. Devam eden arastirmalarda farkli kanser hiicre
hatlar1 iizerindeki etkisinin karsilagtirilmasi yapilabilecegi gibi farkli test yontemleri

kullanilarak testler aras1 farkliliklarin da belirlenebilecegi diistiniilmektedir.
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