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OZET

Kolestaz, duodenuma safra akimmnin azalmasi veya yoklugu olarak
tanimlanabilir. Safra akimimin safra tas1 ya da timorii gibi bir sebeple bozulmasi
sonucu olusan kolestazda karaciger hasar1 olusur. Kolestazda safra komponentlerinin
artigina inflamasyon ve hepatosit 6liimii eslik eder ve safranin toksik etkileri ve dilate

safra kanallarinda olusan mekanik basincin kolestaza sebep olduguna inanilmaktadir.

Son yillarda alternatif tedavi segenekleri tibbi tedaviye ilave olarak 6zellikle
beseri hekimlik alaninda giderek 6nem kazanmaktadir. Alternatif tedavide kullanilan
propolis, biyolojik yonden aktif olan birgok bilesigi igeriginde bulunduran dogal bir
trtindiir. Propolisin, farkli toksik maddelerin neden oldugu karaciger hasarina karsi
etkili oldugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur. Calismamizda safra asitleri ile
indiiklenen toksisiteye karsi propolisin etkilerine yonelik literatiirdeki eksikligin

gidermeyi amagcladik.

Bu calismada C3A insan hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti kullanilmistir.
Safra asidi olarak Glikokenodeoksikolik asit kullanilarak toksisite olusturulmustur.
Diizce Universitesi Aricilik Arastirma, Gelistirme ve Uygulama Merkezinden
(DAGEM) temin edilen propolis su ve alkol ekstraktlarinin safra toksisitesine karsi
etkinligi arastirilmistir. Hiicre canliligt MTT testi kullanilarak ve hiicre morfolojileri

de 151k mikroskobu altinda degerlendirilmistir.

Safra toksisitesinden 6nce uygulanan propolisin su ekstraktinin denenen biitiin
dozlarinin hiicre canliligin1 anlamli derecede olumlu etkiledigi, ancak toksisite
olusturulduktan sonra uygulanmasinda ise yiiksek dozlarin hiicre canliligini olumlu
etkiledigi goriilmistiir. Safra toksisitesinden Once ve sonra uygulanan alkol

ekstraktinin ise en diisiik dozunun hiicreleri korudugu goriilmiistiir.

Bu calismanin sonuglar1 ve literatiir propolisin karacigeri korudugunu ortaya
koymus ancak hiicresel mekanizmalari agiga ¢cikarmamistir. Sonug olarak ¢alismamiz,
propolis ekstraktlarindaki bilesenlerin ayristirilarak saf hale getirilip safra toksisitesine

kars1 aragtiritlmasinin degerli oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Kolestaz, Safra Asidi, Glikokenodeoksikolik
asit, MTT, Akridin turuncusu, C3A Hiicre Hatt1, Hiicre Kiiltiirii



ABSTRACT

Cholestasis is defined that the reduction or absence of bile acid secretion. Liver
damage is performed by cholestasis that induced obstruction via gallstone or tumor.
Inflammation and death of hepatocyte is accompanied with increasing of bile acid
components in cholestasis. It is believed that toxic effects of bile acid and mechanical

pressure cause cholestasis.

The propolis, is an increasingly important alternative product for treatment of
human medicine during recent years, includes many active components. Many studies
have shown that propolis is effective against liver damage caused by various toxic
substances. There are few studies about the efficacy of propolis against toxicity in

literature.

C3A human hepatocellular carcinoma cell line were used in this study. Toxicity
was created using Glycochenodeoxycholic acid as a bile acid. Against bile acid
toxicity, we investigated effect of aqueous and alcholic extract of propolis was
supplied by Diizce University Beekeeping Research, Development and Application
Center. Cell viabilty and morphology was assessed with MTT test and the light
microscope, respectively.

Significantly positive effects on cell viability was shown by high dose of
aqueous of propolis after the bile acid toxicity. All dose of aques of propolis have
positive effects on cell viability before the bile acid toxicity. Low dose alcoholic

extract has positive effects on cell viability before and after the bile acid toxicity.

The results of this study and the literature revealed that propolis protects the
liver. However the cellular mechanism of protection is not clearly. The results of study

suggest that seperated active component is valuable to study for bile acid toxicity

Keywords: Propolis, Cholestasis, Bile acid, Glycochenodeoxycholic acid,
Acridin Orange, C3A cell line, Cell culture.
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1. GIRIS

Karaciger organizmadaki konumu nedeniyle bir¢ok yabanct maddenin
metabolizmasindan sorumludur. Bir¢ok ilag metabolizmasi fonksiyonundan dolayi,
ilag toksisitesi agisindan savunmasiz ve hedef organdir. Karaciger parankiminde
meydana gelen hasarlanma, etkin bir rejenerasyon ve onarimla cevaplanmazsa normal
karaciger yapist bozulur. Bundan dolayr siroza kadar gidebilecek karaciger
hasarlarinin  daha baslangic doneminde engellenmesi 6nem kazanmaktadir.
Kroniklesen karaciger hasar1 ve siroz Ozellikle Bat1 iilkelerinde ilk siralarda gelen

6lim sebeplerindendir.

Hepatotoksisite ¢esidi olan kolestaz, ekstrahepatik ya da intrahepatik bilier
basincin artmast, safra kanalinin tikanmasi ve safra tuzlarinin karaciger i¢inde birikimi
ile karakterize olan patofizyolojik bir durumdur. Akut safra yolu tikanikliklari,
kanalikiiler kolestaz, safra duktus hiicreleri proliferasyonu, portal traktiis
degisiklikleri, kronik siirecte periduktal bag dokusu artis1 ve fibroz tabakalarin gelisimi

ile sonuglanir.

Giderek 6nemi artan propolis dogal bir iiriindiir. Pro- (savunma igin) ve —polis
(sehir ya da topluluk) kelimelerinden tiiretilmistir. “Sehrin savunulmasindaki madde”
anlamina gelmektedir. Bal arilar1 tarafindan bitki ve agaglarin yaprak ve

stirglinlerinden toplanan regineli bir karisimdir.

Safra tikanikli§i ameliyatlar1 Oncesi bekleme siiresinde karacigerin
korunmasina yonelik heniiz yeterli bir tedavi yaklagiminin bulunmamasi bu konudaki
caligmalara ihtiyag dogurmaktadir. Calismamizda Propolis ekstraktinin safra asit
kaynakl1 hepatotoksisiteye kars1 hepatosit canlilig1 tizerine olas1 koruyucu etkinliginin

arastirilmasi amacglanmustir.

Calismalarimiz sonucunda Propolis ekstraktinin in vitro hiicre kiiltiiri
ortaminda etkinliginin varligi ¢aligmanin deney hayvanlarinda da uygulanmasini
gerekli kilmaktadir. Boylelikle safra tikanikligi ameliyatlar1 oncesindeki bekleme
stiresinde karacigerin korunmasina yonelik propolis ekstraktinin yardimci tedavi

olarak kullanilmasinin 6nii acilabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi ve Histolojisi

Viicudun en biiyiik karin i¢i organi ve bezi karacigerdir. Elastik ve kollajen lif
iceren hilumda kalinlasan ince bir bag dokusu kapsiilii ile sarili olarak sag 7.-11.
kaburgalarin arkasina yerlesmistir (1-3). Normal uzunlugu 20-25 cm, yiiksekligi 14-
17 cm, 6nden arkaya dogru genisligi 10-14 cm’dir (4). Agirhgi 1,5 kg’dir. Kizil kahve
renkte olan karacigerin gevrek ve jole kivaminda, dokununca biikiilebilen bir yapisi
vardir (5). Karacigerin anterior, superior, posterior yonlerdeki konveks tist yiiziine
diyaframatik yiiz; inferior yoniinde ise i¢ organlar ile komsu konkav alt yiiziine visseral
yiiz denir (3, 5). Karaciger intraperitoneal bir organ olup diaframaya komsu olan area
nuda kismi hari¢ neredeyse tamami periton ile kaplhidir (6). Diyaframa aracilig: ile

akciger, plevra, fibroz perikardiyum ve kalbin ventrikiiler boliimiinden ayrilir (2,3).

Karaciger 6n yiiziinde bulunan ligamentum falciforme hepatis ile sag ve sol
loblara ayrilir. Sag lob biiylik ve tek parga olup, sol lob lobus quadratus ile lobus
caudatusun biiyiik kismini kapsar (3, 7). Sag ve sol loblar kanlanma ve safra drenaj:
yoniinden bagimsizdir, buna gore karaciger sekiz segmente ayrilmistir; ayrica lobus
caudatus %80 olguda her iki loblada baglantilidir (6, 7). Segmentasyon, sag ve sol a.
hepatica propria, v. portae hepatis ve ductus hepaticus communis’in ana dallar1 goz

Oniine aliarak yapilir (7).

Karacigere akan kan, kalp debisinin yaklasik %25°1 kadardir. Ayrica karaciger
viicudun toplam kanmin %15’ini bulundurur. Kanamalarda hepatik kan akiminin
yaklasik yaris1 kapasitans damarlarin kasilmasi ile hizlica disart verilir (8). Karaciger,
a. hepatica propria (%20 - %30) ve v. portae hepatis (%70 - %80) olmak {izere iki
kaynaktan beslenir. Venodz drenaji hepatika veniiller ile saglanir. Santral veniillerin
birlesmesi ile olusan hepatik venler genelde ii¢ tane olup diyaframin hemen asagisinda
vena cava inferior’a (VCI) acilirlar. Hepatik venler intrahepatiktir. Karacigeri VCI’a

asan bu venler karacigerin pozisyonunda kalmasina yardime1 olur (2, 6, 7).

Karaciger, ductus thoracicus’a gelen lenf sivisinin %25-%50’sini iretir.
Karacigerin lenf damarlar1 yilizeyel ve derin olmak iizere iki grupta toplanir. Yiizeyel

olanlar1 Glisson kapsiiliinde, derin olanlar1 ise karaciger damarlar1 etrafindaki bag



dokusu igerisinde bulunur (7). Yiizeyel lenf damarlar;; VCI’'un terminal kisminda
bulunan lenf nodiillerinden, hepatik ve ¢dlyak noda agilir. Derin grup lenf damarlari
ise VCI’un terminal kisminda bulunan lenf nodiillerine ve hepatik nodiile agilir (5).
Karacigerin lenfatik drenaji1 esas olarak; hepatik nod — ¢6lyak nod — cisterna chyli

— ductus thoracicus seklindedir (6).

Karacigerin innervasyonu plexus hepaticus ile saglanir. Plexus hepaticus,
plexus coeliacus’tan koken alan en biiyiik sekonder otonom pleksustur. Sempatik lifler
vazokonstriktordiir. Diger liflerin karacigerdeki fonksiyonlar1 tam olarak
bilinmemektedir (2, 6, 7). Hepatik arterin vazokonstriktor sinirleri, sempatik
pleksusundan geldigi bilinmektedir. Karacigere vazodilatator liflerin geldigine dair bir
bilgi yoktur (9).

Safra kesesi (vesica biliaris); karacigerin visseral yiiziindeki fossa vesika
biliarise yerlesmis, 7-10 cm uzunlugunda, armut sekline benzeyen ve safranin
konsantre hale getirilip depolandigi bir organdir. Fundus, collum ve corpus olmak
lizere li¢ kisma ayrilir (7). Fundus, kesenin genislemis alt boliimiidiir ve karacigerin
alt kenarini asar. Corpus, karacigerin visseral yiiziine temas eder. Collum ise i¢ yana
ve asagtya donerek porta hepatis’e dogru ductus cysticus ile uzanir. Safra kesesi ve
salgi kanallarinin duyusunu sag nervus frenikus alir. Bu sinir lifleri ¢olyak pleksus
vasitastyla organa ulasir. Buna bagl olarak kese patolojilerinde yansiyan agri sag
omuzda hissedilir. Parasempatik uyari, safra kesesinde kasilma, Oddi sfinkterinde

gevsemeye yol acar. Sempatik lifler ise sfinkterlerin kasilmasini saglar.

Safra kesesinin bosalma mekanizmasi sinirsel kontrolden ¢ok hormonaldir.
Agiza yiyecek alindiginda ve yag igeren besinlerin duedonuma temas ile salgilanan
kolesistokinin ve safra kesesinde biriken safranin basinci 100 mm H20’yu astig1
zaman safra kesesindeki diiz kaslarin kasilmasina neden olur, Oddi sfinkteri gevser ve
safra duedonuma akar (6, 9-11). Safra kesesi duvarindaki diiz kas lifleri kasildiklari
zaman keseyi tamamen bosaltacak giigte degildir. Musculus sphincter ductus
choledochi’nin ritmik kasilmalart sonucu olusan vakum ve kesenin konumu sayesinde

kese bosalmasi kolaylasir (10).



Safra hepatositler tarafindan tiretilir ve hepatositlerin aralarina yerlesmis duvar
yapilart olmayan, dar aralikli hiicrelerarasi bosluk olan safra kanalciklarina gegerler.
Bu kanalciklar lobiillerin periferinde birleserek intralobiiler kanalciklar1 (Hering
kanallar1) olusturur. Bunlarda birleserek fonksiyonel olarak karacigerin sag ve sol
loblarin1 drene eden sag ve sol hepatik kanallari olusturur. Bu iki kanal, porta
hepatis’te birleserek yaklasik 3 cm uzunlugundaki ductus hepaticus communis’i yapar.
Sistik kanal safra kesesini bosaltir. Hepatik kanal sistik kanalla birleserek ortak safra
kanalin1 (ductus choledochus, ductus biliaris) olustururlar ve bu kanal duedonuma,
duodenal papilladan girer. Bu giris etrafinda Oddi sfinkteri ile ¢evrili olup genellikle
ortak safra kanali duodenuma girmeden ana pankreatik kanalla birlesir. Ductus
choledochus yaklasik 8 cm uzunlugunda ve 6 mm capinda olup ligamentum
hepatoduodenale i¢indedir. Ductus choledochus’un distal ucundaki kaslar kalinlasarak
m. sphincter ductus choledochi’yi olusturur. Bu sfinkter kasildiginda safra ampullaya
ve duodenuma gegemeyecegi i¢in seviye yaparak safra kesesinde depolanir. Safra
kesesinin maksimum hacmi 30-60 ml’dir. Ductus choledochus ve pankreatik kanal
(Wirsung kanali) birleserek etrafinda m. sphincter ampullae’nin (Oddi sfinkteri)
bulundugu ampulla hepatopancreatica’yt olusturur ve duedonum’un ikinci
parcasindaki papilla duodeni majorun (Vater tuberkiilii) tepesine agilir. Ampullanin
distal ucu, safra kanallarinin en dar yeri olup, safra tagi1 tikaniklarimin en sik oldugu
bolgedir. Bununla beraber ductus cysticus veya duktus hepaticus’a da yerlesebilir ve

epigastrik bolgede safra koligine neden olur (1, 2, 5-9).

Karacigerde bes tip hiicre bulunmaktadir. Bunlar; hepatositler, kupffer

hiicreleri, endotel hiicreleri, stellat hiicreleri ve safra kanali epitelyum hiicreleridir
(12).

Hepatositler: Karacigerdeki hiicrelerin yaklasik %80’ini olustururlar.
Karacigerin, endokrin ve ekzokrin gorev yapan fonksiyonel hiicreleridir. Fonksiyonu
safra salgilamasidir. Bunun yaninda, albiimin, globiilin, fibrinojen, lipoprotein,
protrombin gibi proteinlerin ve glikozun sentezlenip salgilanmasidir. 20-30
mikrometre ¢apindadirlar. Histolojik yapilar1 bakimindan 151k mikroskobunda
poligonal veya kiibik sekilli olup, niikleuslar1 merkezde ve yuvarlaktir. Asidofilik
sitoplazmaya sahiptir. Organel bakimindan zengindirler. En yogun olarak

endoplazmik retikulum igerirler. Bununla birlikte olduk¢a fazla metabolik



aktivitelerinden dolay1, peroksizom, lizozom, mitokondri gibi organellerde ¢ok sayida

bulunur.

Hepatositlerin iki ylizi bulunmaktadir. Bazolateral yliz, hepatositlerin
siniizoidlere ve disse araligina bakan yiiziinii olusturur. Bu yiiziinde ¢ok sayida
mikrovillus bulunur. Apikal yiiz ise; safranin salgilandigi kismi olusturur. Hiicreler
arasindaki zonula okludens tipi siki baglantilar ile safranin kanalikiil digina s1zmasi
engellenmis olur. Bu bolge safranin geri kagisini1 onleyerek bir tiir kan-safra bariyeri
olusturur (12, 14, 15).

Endotel Hiicreleri: Siniizoidlerin duvarlarinda yer alan madde gegisine izin
veren hiicrelerdir. Karacigerin vaskiiler bir organ olmasi nedeniyle endotel hiicreler
bol bulunmaktadir. Barsaklardan gelen biiyiilk molekiillerin hepatositlere gegisine

olanak saglar (12, 14).

Kuppfer Hiicreleri: Lokal makrofajlardir ve perisiniizoidal alanda yer alirlar
(16). Mononiikleer fagositer sistemin elemanidir (17). Hiicresel bagisikligin aktive
edilmesinde rol oynar (12, 18). Immiinolojik olaylarla ilgili proteinlerin salgilanmast,
yasli eritrositlerin metabolize edilmesi, hemoglobinin sindirilmesi ve kalin bagirsaktan

portal kana gecen bakterilerin ortadan kaldirilmasi gibi gorevleri bulunmaktadir (13).

Stellat Hiicreler: Perisinlizoidal aralikta yerlesmis olan, A vitamininin
metabolizmasinda ve depolanmasinda rol alan yildiz sekilli hiicrelerdir. ito hiicreleri
ya da adiposit olarak da adlandirilmaktadirlar. Patolojilerde stellat hiicreler
miyofibroblast benzeri hiicrelere dontisiirler (17, 19). Sitokin sekresyonu ve kan

akiminin diizenlenmesi gibi fonksiyonlar gosterirler.

Safra Kanalikiilleri: Karacigerin ekzokrin salgisi olan safranin hepatositler
aras1 1letildigi kanalciklardir. Karaciger lobiiliiniin plaklar1 boyunca birleserek
kompleks bir ag olusturur ve portal alanda sonlanir. Bu nedenle safra, kan akisinin
tersi yoniinde, yani lobiil merkezinden periferine dogru akar. Safra kanalciklari
karaciger i¢i safra kanallarinda birlesirler. Hepatositler tarafindan ¢evrili olan safra
kanalciklarini, safra kanal1 epitelyum hiicreleri ile ¢evrili kanallara birlestiren yapilara

Herring kanali denilmektedir ve bu bolgede hepatosit kok hiicrelerine ev sahipligi



yaptig1 i¢in bu kanal stratejik bir 6neme sahiptir. Hering kanali tek katli yassi epitelden

tek katli kiibik epitele degisen bir epitel ile doselidir (12, 17, 19) (Sekil 1, 2).

Hepatositler

Portal ven

Hepatik arter

Sentral ven

" Safra kanalikalleri

Safra kanall

Venoz sintsler

toe Bump—e, UL M3

Sekil 1. Karaciger lobiillerinin sematik goriiniimii.
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Sekil 2. Karaciger lobiiliiniin yapisi.



2.2. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger hayati birgok fonksiyonu yerine getirir. Metabolizmanin
diizenlenmesinde, plazma proteinleri, biiyiime faktorii, hormon ve vitamin tiretimi, A,
D, B2 gibi vitaminlerin ve demirin depolanmasinda; hormonlarin, ilaglarin ve toksik

maddelerin pargalanarak inaktif metabolitlere doniistiiriilmesinde gérev alir (8).

Karaciger karbonhidrat metabolizmasinda anahtar rol oynar. Kanda normal
glukoz konsantrasyonunun devamliligim1 saglar. Glikojenin depo edilmesi ve
glikojenoliz, glukoneogenez, glukozun pentoz fosfat yolunda yikimi, galaktoz ve
fruktozun glukoza donistiiriilmesi, glukozun diger monosakkaritlere ve yaga

dontistiiriilmesi gibi gorevleri vardir (8).

Karacigerin, protein metabolizmasiyla ilgili olarak aminoasitlerin
deaminasyonu, iire olusumu ile amonyagin viicut sivilarindan uzaklastirilmasi,
endojen aminoasitlerin ve albumin, protrombin, fibrinojen, lipoproteinler gibi plazma
proteinlerinin sentezi, viicuttaki metabolik olaylar i¢in 6nemli aminoasitlerin ve 6teki

maddelerin birbirine doniisiimleri gibi fonksiyonlar1 vardir (8, 20).

Diger viicut fonksiyonlar1 i¢in enerji saglayacak yag asitlerinin sentezi ve
oksidasyonu, lipoprotein, fosfolipit, keton cisimleri ve kolesterol sentezi, yag
asitlerinden trigliserit olusumu, safra asitleri ve tuzlarinin olusturulmasi karacigerde

gergeklesir (8).

[laglarin, disaridan alinan veya endokrin sistemde iiretilen dstrojen, kolesterol,
aldosteron, tiroksin gibi hormonlarin veya kalsiyum gibi minerallerin fazlasinin
detoksifikasyonunu veya safra ile atilimin1 saglar. Karaciger harabiyetinde, ¢ok defa
bu hormonlardan birinin ya da birgogunun viicutta birikmesi, hormonlarin asiri
etkisine yol agar. Cogu ilaglar karacigerde p-450 enzim sistemi tarafindan metabolize
ve inaktive edilirler. Karaciger, viicutta c¢esitli metabolitlerin zararsiz hale
getirilmesinden de sorumludur. Protein yikimindan ortaya ¢ikan ve hiicreler i¢in toksik
bir madde olan amonyagy, lireye doniistiirerek idrarla atilmasini saglar. Hemoglobinin
yikim {iriinii olan bilirubin de karacigerde glukronik asitle konjuge edilerek suda erir

hale getirildikten sonra safra yolu ile viicut digina atilir (8, 20).



Bagirsak kapillerlerinden akan kan bagirsaklardan bircok bakteriyi de
beraberinde getirir. Bagirsaklardan portal kana girerek karacigere gelen
mikroorganizmalar hepatik vendz siniislerde bulunan biiyiik fagositik makrofajlar
(Kuppfer hiicreleri) araciligi ile temizlenir. Kanda koagiilasyon isleminde kullanilan
fibrinojen, protrombin, faktér V, VII, IX ve X gibi maddeler karacigerde yapilir.
Karacigerde A vitamini, D vitamini, B12 vitamini depo edilir. Hepatik venlerdeki ve
hepatik sinuslardaki kan ile birlikte karacigerin normal kan voliimii 450 ml yani
yaklasik olarak viicudun toplam kan hacminin yiizde 10’u kadardir. Sag atriumda
basing yiikseldigi zaman karacigerde de basing artar ve karaciger genisleyerek 0,5-1 It

ekstra kan hepatik venler ve sinuslarda depo edilir (8).

Karacigerin en 6nemli fonksiyonlarindan biri de safranin tiretilmesidir. Safra;
yaglarin sindiriminde, emiliminde ve kandan 6zellikle hemoglobin parcalama iiriinii
olan bilirubin ve karaciger hiicrelerinde sentezlenen kolesterol gibi 6nemli yikim

tirlinlerinin atilmasinda rol oynamaktadir (9).

2.3. Saframin Yapisi ve Fizyolojisi

Safra, safra yollar1 aracilig1 ile karacigerden duodenuma salgilanan inorganik
ve organik bilesik karisimindan olusan bir salgidir. Safra pH’s1 7.8, plazmayla izo-
ozmotik, sarimsi yesil renkte bir sividir. Olusan safra 200-1500 ml/giin olup yemek
harici zamanlarda safra kesesinde depolanir ve salgi yaklasik %20 daha yogun hale
getirilir. Karacigerde safranin su igerigi %97, safra kesesinde %89 dur (21, 23). Safra
tuzlar1 ve lesitin safranin miktar olarak en 6nemli bilesenleridir. Safra tuzlari, safranin

yaklagik %60’1n1 olustururlar (24).

Safra asitleri 20-24 karbonlu steroit yapida molekiillerdir. %90 itibari ile 24
karbonludurlar. Asli gorevleri yag ve yagda ¢6ziinen vitaminlerin emilimine yardimei
olmaktir (25). Primer safra asitleri olan kolik asit (CA) ve kenodeoksikolik asit
(CDCA) kolesterolden hepatositlerde sentezlenen safra asitleridir. Bu safra asitlerinin
taurin ve glisin ile konjugasyonu sonucu primer safra tuzlar1 olan glikokolik asit
(GCA) ve taurodeoksikolik asit (TDCA) olusur. Bu konjugasyon safra asitlerinin
hidrofilik 6zelliklerini artirir. Primer safra asitlerinin %75°1 glisin ve %25°1 taurin ile

konjuge halde bulunur. Primer safra asitlerinin barsak bakterileri tarafindan 7o



dehidroksilasyonu ile sekonder safra asitleri olan deoksikolik asit (DCA) ve litokolik
asit (LCA) meydana gelir. Bunlarin konjugasyonu ile sekonder safra tuzlari olusur (24-
26).

Safra asit sentezi klasik (ndtral) ve alternatif (asidik) yol olarak iki sekilde
gerceklesir. Klasik yolda ara metabolitler notral sterollerdir. Primer safra asitleri olan
CA ve CDCA olusur. Klasik yolda kolesteroliin oksidasyonu, yan zincirlerin
modifikasyonundan once gelir ve bir mikrozomal enzim olan kolesterol 7a-hidroksilaz
tarafindan 7. karbonun hidroksilasyonu ile baslar. Alternatif yolda ise yan zincir sterol
halka modifikasyonu, oksidasyondan once gelir. Boylece asidik ara {iriinler olusur.
Sterol-27-hidroksilaz tarafindan katalize edilen kolesteroliin 27— hidroksikolesterole
doniistiriilmesidir (Sekil 3). Safra asidi sentezinde rol alan sitokrom p-450 enzimleri,
ozellikle niikleer safra asidi reseptorii farnesoid X reseptor (FXR)’lin aracilik ettigi,

safra asitlerinin negatif feedback’i ile regiile edilirler (24, 25).
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Sekil 3. Safra asiti sentez yolagi.

Safra asidinin hidrofobik ya da hidrofilik 6zellikte olmasini kolesteroliin farkli
pozisyonlarda ve hidroksil grubunun farkli sayilarda baglanmasi belirler (27).

Hidroksil grup sayisinin artmasi ile safra asitlerinin ¢oziintirligii artar (30, 31).



Toksisiteden hidrofobisite sorumludur. Hidrofobisite 6zelligi sirasi ile litokolik asit,
deoksikolik asit, kenodeoksikolik asit, kolik asit ve ursodeoksikolik asitte azalarak
bulunur (27).

Karaciger tarafindan siirekli olarak salgilanan safra, normalde safra kesesinde
depo edilerek gerektikce duodenuma akar. Safra kesesinin bosalmasi igin iki temel

kosul gereklidir:

1- Safranin koledok kanalindan duodenuma akmasi i¢in Oddi sfinkterinin

gevsemesi,
2- Safra kesesinin kasilarak safranin koledok kanalina itilmesidir.

Hepatositlerden salgilanan safra, safra kanalikiilleri ile safra kanalina devam
eder. Safra kanallarinin birlesmesi ile sag ve sol ana hepatik kanallar olusur. Bu iki
hepatik kanalin birlesmesi ile ortak hepatik kanal olusturulur. Bu kanal, safra
kesesinden gelen sistik kanal ile birlesir ve koledok kanali meydana gelir. Koledok
Oddi sfinkterine yakin bir noktada pankreatik kanal ile birlesir ve buradan duodenuma
acilir (24). Safranin normal salinma basinct 120-250 mmH2O arasindadir. Bu basing
safra akimimin hareketini saglar. Safra yollarinda akimin olmasi i¢in ekstrahepatik
safra yollar1 basincinin intrahepatik safra yollar1 basincindan diisiik olmas1 gereklidir

ve bu basing normalde 100-150 mmH20’dur (28, 29) (Sekil 4).

Common bile duct

Sekil 4. Safra kesesi anatomik yerlesimi.

10



Duodenuma giinliik 500-1500 ml kadar safra ulasir. Sinirsel ve hormonal
mekanizmalar tarafindan safranin salgilanmasi diizenlenir. A¢lik halinde oddi sfinkteri
tonik kasilir ve bunun sonucunda safranin yogunlastirilmasi ve depolanmasi i¢in safra
kesesine aktarimi saglanir. Gida alimindan sonra yag asitleri tarafindan uyarilan ince
barsaktan kolesistokinin (CCK) salgilanir. CCK, safra kesesinin kasilmasini ve oddi
sfinkterinin gevsemesini saglayarak safranin duodenuma akisini saglar. CCK’nin
yaninda sekretin, bikarbonat salintmini artirarak safra miktarini artirir. Parasempatik
desarj (vagal desarj), safra salgilanmasini artirirken, sempatik uyar1 safra

salgilanmasini azaltir (8, 9) (Sekil 5).
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Sekil 5. Safra salgilanmasi.
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Safra tuzlarinin emilimi barsaklarda etkin olarak saglanir ve tekrar kullanilirlar.
Bu dongii enterohepatik dolagim olarak adlandirilir. Beslenme tarzina bagli olarak

giinliik enterohepatik dolasim degisim gosterir (24).

Safra asitlerinin %951 ince barsaklardan emilir ve enterohepatik dolasima
gecer. Asil 6nemli emilimin gergeklestigi yer distal ileumda Na* bagimli safra asiti
baglayic1 protein tarafindan gercgeklestirilir. Kalin barsaga safra asitlerinin yaklasik
%5’1 gecmektedir. Burada bakteriler tarafindan sekonder safra asitlerine (DCA ve
LCA) donistiiriilir. Bu donilisiim sonucunda hidrofobik o6zellikleri artan safra
asitlerinin diflizyonla emilimlerini saglar. Jejenum ve kolonda basit difiizyonla emilim

olurken distal ileumdan aktif tasima ile emilimleri gergeklesir (24-26).

Cogu safra asidi albumine baglanarak, bir kismi da lipoproteinlerle beraber
taginirlar ve karacigerlerde parankim hiicreleri tarafindan dolasimdan cekilirler.
Karacigere alinan safra asitleri taurin ve glisin ile konjuge edilerek safra yollarina

sekrete edilirler (24, 32).

Giinliik hepatositlerde 0,2-0,6 gram safra asidi sentezi ger¢eklesmektedir. Safra
kayb1 durumlarinda sentez miktar1 artirilmaktadir. Gilinde toplam 3 gram safra asidi
bilier sistemden sekrete edilir. Yaklasik 0,2 gram safra asidi diski ile kaybedilir (33)
(Sekil 6).
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Sekil 6. Safra asit dolagimi ve emilimi.
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Hepatositler safra asidi sentezinin yani sira, portal kandan safra asitlerinin
temizlenmesi ve safra asitlerinin kanalikiillere salgilanmasi ile safra salgilanmasindan
sorumludurlar. Karacigerde, deterjan Ozellikte, toksik potansiyele sahip safra

asitlerinin birikmesi, hiicresel hasara ve karaciger disfonksiyonuna yol agacaktir (34).

Karacigere portal sistem yoluyla donen safra asitleri negatif feedback
mekanizmasiyla yeni safra asidi sentezini engellerler. Sekretin, kolesistokinin ve
gastrin hormonlar1 biliyer fizyolojinin diizenlenmesinde onemlidir. Sekretin, safra
kanallarindaki hiicrelerden su ve bikarbonat salgilanmasini uyarir. Kolesistokinin ve
gastrin  safranin  salgilanmasinda Onemli etkileri bulunmamaktadir. Ancak
kolesistokinin safra kesesinin kasilmasini ve Oddi sfinkterinin gevsemesini saglar.
Bunun yaninda, sinirsel uyarilarin safra sentezinde ¢ok az yeri vardir. Beslenme
sonrasi vagal aktivite safra kesesinin kasilmasini destekler ve oddi sfinkterinin agilip

kapanmasini diizenler (31).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, safra asitlerinin en iyi bilinen roli yag
asitlerinin sindirim ve emilimine katilim olmasinin yaninda, diger birgok fonksiyonda
da rol oynadigr ortaya konmustur. FXR ve TGRS (safra asitleri i¢in G proteini bagl
membran reseptdrii) reseptorlerinin bulunmasiyla safra asitlerinin parakrin ve
endokrin rolleri dikkat ¢eker hale gelmistir. Epitelyal hemostazda, transportta ve
bagirsak bariyer fonksiyonunda 6nemli bir sinyal molekiilii olduklar1 gésterilmistir.
Mitogenezi uyarmalarina ragmen apoptozisi de indiikledikleri ortaya konmustur. Son
olarak da genel enerji metabolizmasindaki karacigerde glukoz islemedeki rolleri
bildirilmistir (25, 26).

2.4. Kolestaz

Kolestaz, duodenuma safra akimmin azalmasi veya durmasi olarak

tanimlanabilir (35).

Hepatositlerden safra asitlerinin salinimi; safra asitlerinin alimi, hiicre igi
transportu ve kanalikiiler sekresyonu safhalarini igerir. Bilirubinler tasiyicilarla
hepatosit ig¢ine alinip, endoplazmik retikulumda UDP-glukronil transferaz enzimi

araciligryla glukronik asit ile konjuge edildikten sonra kanalikiiler liimene salinir.
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Bunun yaninda safra yollar epitel hiicreleri (kolanjiosit) de sekretinin stimulasyonu
ile bikarbonattan zengin siv1 sekrete ederler (35).

Kolestaz iki sekilde ortaya ¢ikabilmektedir: Intrahepatik ve ekstrahepatik
kolestaz.

Intrahepatik kolestazda safra yollarmn obstriiksiyonu ve hepatositlerin safra
sekrete edememesi seklinde goriilebilmektedir. Ekstrahepatik kolestaz nedenleri
arasinda; safra yolunun tag veya striktiir ile titkanmas1 veya distan basi ile safra akimin
engellenmesi sayilabilir. Porta hepatisi tutan lenfatik tiimorler, pankreas timérleri ve
pankreatit olgular1 distan basi1 yaparak kolestaza sebep olabilirler (36). Ekstrahepatik
kolestaz safra kanalikiillerinde dilatasyon ve sonuc¢ta mikrovillus kayb1, hiicrelerarasi
bileskede degisiklikler, kanalikiiler gecirgenlik artisi ve safra iceriginin hepatik
lenflere geri gelmesi ile olusur (35).

Kolestaz Nedenleri (37, 38)
Intrahepatik Kolestaz Ekstrahepatik Kolestaz
e laglar e Benign lezyonlar
e Hormonlar o Koledokolitiyazis
o Kolestatik hepatit e  Sklerozan kolanjit (primer/sekonder)
e  Septisemi e  Pankreas hastaliklari, neoplazmlar
e  Benign rekiirren intrahepatik kolestaz e  Mirizzi sendromu
o Karacigerin  infiltratif ve  depo e  Penetran abdominal travma
hastaliklar1 (Hodgkin hastalig, e Postoperatif (Karaciger toksisitesi,
amiloidoz) kolesistektomi)
e  Gebelik Kolestaz e Konjenital koledok Kisti
e Progresif  familiyal intrahepatik e Iinfeksiyonlar, Parazitler (E. Granulozis,
kolestaz Clonorchis sinenesis, F. Hepatika)
o Kistik fibrozis e  Rekiirren kolanjit
o Infantil kolestatik sendromlar e  Malign biliyer striktiirler,
e Herediter metabolik defektler kolanjiyokarsinom, kese tiimorii
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Klinik goriinlim agisindan biliyer obstriiksiyonun derecesi, siiresi, yeri
onemlidir. Agrisiz sarilik siklikla malignensi sonucu olusur. Ani baslangigl siddetli
karimn agris1 genellikle kolelitiyazise bagli tam obstriiksiyon nedeniyle olusur. 2-3 giin
siiren obstriiksiyon kolanjitle sonucglanabilir. Bu durumda biliyer kolik, ates ve sarilik

goriiliir (Charcot triadi) (39).

Kolestaz; kolanjit, sepsis, ¢coklu organ yetmezligi, koagiilopati ve bdbrek
yetmezligine neden olabilir (39). Safra yolunun daralmalari ve tikanmalari, karacigerin
bakteriyel enfeksiyonlarina neden olabilecegi gibi, safra akiminin uzun siire
engellendigi durumlarda siroz da meydana gelebilir. Tam biliyer obstriiksiyon
hepatoselliiler nekroz ve apopitozis, safra kanal epitel hiicre proliferasyonu, stellat
hiicre aktivasyonu ve sonugta karaciger fibrozisine gotliren kolestatik karaciger

hasarlanmasina neden olur (40).

Safra asitleri bakteri hiicre duvarina deterjan etkisi gosterir, ayrica
endotoksinleri inaktive eder. Boylece bagirsaktaki bakteri kolonizasyonunu azaltir.
Biliyer obstriiksiyon varliginda bakteriyel kolonizasyon sonucu sekonder infektif
kolanjit ve bagirsakta bakteri translokasyonu sonucu septik sok gelisebilir. Karaciger
ve biliyer sistem hastaliklarinda hepatositlerin apopitozisi goriiliir. Safra akiminin
safra tas1 ya da tiimorii gibi bir sebeple akimiin bozulmasi sonucu olusan kolestazda

karaciger hasar1 olusur (40).

2.5. Propolis

Giderek 6nemi artan propolis dogal bir tiriindiir. Pro- (savunma i¢in) ve —polis
(sehir ya da topluluk) kelimelerinden tiiretilmistir. “Sehrin savunulmasindaki madde”
anlamina gelmektedir (41-43). Bal arilan tarafindan bitki ve agacglarin yaprak ve
sirgiinlerinden toplanan reg¢ineli bir karisimdir. Arlar 06zellikle bitkilerin
yapraklarindaki lipofilik materyaller ile recine, bal mumu, miisilaj, zamk gibi
maddeler ile de propolis iiretebilmektedirler. Bu salgiya cesitli enzimler ve polen

kaynakli maddeler ilave edilmektedir (42).
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Sekil 7. Propolis.

Bal arilar1 propolis tiretirken kaynak bitki olarak; kavak (Populus spp.), kayin
(Fagus sylvatica), hus (Betulla alba), kestane (Castanea sativa), at kestanesi (Aesculus
hippocastanum), akc¢aaga¢ (Alnus glutinosa) ve ¢esitli koniferleri tercih eder (44).
Kavak tiirli propolis hem kimyasal hem de tibbi agidan en iyi bilinen ve en yogun

sekilde incelenmis olan ar1 reginesidir (45).

Propolis arilar tarafindan kovanlardaki hasarlanmis bolgeleri kapatmak,
kovanin i¢ duvarlarini stvamak, kovan girisini diismanlara kars1 korumak ve kovan
icinde 6lmiis istilacilarin cesetlerini mumyalamak igin kullanirlar (41-43, 46). Ayni
zamanda propolis, kovan i¢i sicakligin korunmasinda ve mikrobiyal kontaminasyona
karst en iyi savunma materyalidir (47). Antiseptik etkileri ile propolis koloniyi
hastaliklardan korumaktadir (43).

Propolis toplanma zamanina ve toplandig1 alanin cografik yapisina, iklimi ve
botanik kaynagina bagl olarak koyu sari, yesil ve koyu kahverengi gibi degisik
renklerde olabilir (48, 49). Ortalama 65°C’de erime noktasma sahiptir (50). Su,
hidrokarbon ve alkolde ¢oziinebilmektedir (51). Ham propolisin bilesimi toplandigi
alana ve toplanma sezonuna gore degigsmekle beraber, genellikle %45-50 recine, %30
mum, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %S5 diger organik maddelerden

olusmaktadir (41, 52, 53).
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Diinya genelinde toplanan propolis oOrneklerinde 200°den fazla bilesik
tamimlanmistir (54). Propolis; polifenoller (flavonoit aglikonlar, fenolik asitler ve
onlarin esterleri, fenolik aldehitler, alkoller ve ketonlar), seskuiterpen kinonlar,
kumarinler, steroitler, aminoasitler ve inorganik bilesikler gibi ¢esitli kimyasal
bilesikler icermektedir. Propolisin yapisinda pinosembrin, akasetin, krisin, rutin,
katesin, naringenin, galangin, luteolin, kamferol, apigenin, mirisetin, kuarsetin gibi
flavonoitlerin yan1 sira kafeik asit ve sinnamik asit gibi fenolik asitler de saptanmistir
(52, 54). Ayrica propoliste magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), iyot (I), potasyum (K),
sodyum (Na), bakir (Cu), ¢inko (Zn), manganez (Mn) ve demir (Fe) gibi mineraller,
A, By, B2, Be, C ve E vitaminleri ile ¢ok sayida yag asidi tanimlanmustir (54). Propolis
orneklerinden izole edilen bilesiklerden en énemlisi flavonoit pigmentleridir (41, 55).
Bu pigmentler, bitkisel orjinli, diisiik molekiil agirlikli, genellikle flavon ¢ekirdegine
sahip bilesiklerdir. Propolisin renginden, kokusundan ve aromalarindan biiyilik oranda
flavonoidler sorumludur (56). Bu bilesikler insanlarda sentezlenememekte ve insan

beslenmesi i¢in 6nemlidir (56).

Cesitli ¢alismalarda propolisin antikarsinojenik, antioksidan, antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antienflamatuvar, lokal anestetik ve immiinostimiilator 6zellikler

gosterdigi bildirilmistir (41).

Aragtirmalarda propolisin; gram pozitif bakterilere daha belirgin olan
antibakteriyel (57-60), en fazla Candida albicans’a olmakla birlikte Candida tiirleri ve
dermatofitlere kars1 antifungal (58, 61-66), influenza (58), Herpes simpleks ve viriis
lizerine antiviral (67), antiinflamatuvar (68, 69), antioksidan (55, 58, 70-72),
noroprotektif (71), radyoprotektif (73), kardioprotektif (74), hepatoprotektif (75),
immiinostimiilator (76, 77), sitotoksik (78), yara iyilesmesi (68, 79) ve gastrik iilser

tizerine olumlu etki gosterdigi (80) rapor edilmistir.

Tek bir propolis bilesenti, total ekstraktinkinden daha biiyiik bir aktiviteye sahip
degildir. Bu nedenle propolisin genel biyolojik 6zelliklerinin kendi bilesenlerinin

dogal karisimindan dolay1 oldugu ileri siiriilmektedir (43).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda kullanilan insan hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti (C3A)
Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali
Laboratuvarindan temin edilmistir. Propolis ekstraktlar1 Diizce Universitesi Aricilik
Arastirma, Gelistirme ve Uygulama Merkezinden (DAGEM) temin edilmistir.
Uygulama sirasinda safra asit kaynakli toksisite olusturulmadan once ve
olusturulduktan sonra hiicre hattinda denenmek {iizere propolisin alkol ve su
ekstraktlarmin ardisik dozlar1 hazirlandi. Calisma Abant Izzet Baysal Universitesi
Izzet Baysal Tip Fakiiltesi Farmakoloji A.D. hiicre kiiltiirii laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

3.1. Kimyasallar

1) DMEM/F12, Gibco

2) Fetal Sigir Serumu (FSS), Gibco

3) Tripsin/EDTA, %0.05, Gibco

4) DMSO, Sigma

5) Antibiyotik-Antimikotik, Gibco 100X

6) MTT, Roche

7) Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS), Santa Cruz 10X liquid

8) Propolis, DAGEM

9) Akridin oranj, Invitrogen

10) Glikokenodeoksikolik asit (GCDCA), Santa Cruz
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3.2. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1. Hiicre Ekimi

Dondurulmus halde sivi azot tankinda bulunan kriyotiiplerdeki C3A hiicreleri
37°C’lik su banyosunda hizla ¢ozdiiriilmiis olup (hiicrelerin bulundugu kriyo tiipiiniin
kapak hizasinin suya batirilmamasina dikkat edilmistir) hiicreler ¢oziildiikten sonra
kriyotiip ve kapagt %70’lik alkol ile silinmistir. 15 ml’lik santrifiij tlipline aktarilip
tizerine 5 ml medyum (%10 FSS, %1 antibiyotik, DMEM) yavasca eklenmistir. Tiip
1300 rpm’de 3 dakika santrifiij edilip, tiipiin dibindeki hiicre pelleti kalacak sekilde
stipernatant dokiilmistiir. Ardindan hiicre pelleti tizerine 10 ml yeni medyum eklenip
ve hiicreler iyice siispanse edildikten sonra, hiicreler 75 cm?’lik flasklara aktarilmstir.
Ardindan mikroskop altinda incelenmistir. Hiicrelerin yapismasi igin CO2‘li
inkiibatore konularak bir giin beklemeye alinmistir. Bir giin sonrasinda mikroskop

altinda hiicrelerin canlilig1 incelenip, medyumlar1 degistirilmistir.

3.2.2. Tripsinizasyon

Hiicreler 24 saatlik inkiibasyondan sonra inkiibatérden alinip, steril laminar
kabin icerisinde hiicre flaskindaki medyum dokiilmiistiir. Flaskin yiizeyine yapismis
halde bulunan hiicreler 2 ml steril PBS ile yikandiktan sonra PBS dokiilmiis ve
hiicrelerin iizerine flask i¢ine 2 ml %0,05’lik tripsin-EDTA dokiilmiistiir. Sonrasinda
hiicrelerin zeminden ayrilmasi igin bir miiddet inkiibatérde bekletilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda hiicrelerin flask yiizeyinden tek tek ayrilip ayrilmadiklari mikroskop
altinda kontrol edilmistir. Hiicreler, yiizeyden ayrildiktan sonra pastor pipeti
yardimiyla steril 15 ml’lik deney tiipiine aktarilmistir. Tripsin/EDTA’nin etkisini
sonlandirmak i¢in hiicre siispansiyonunun iizerine 6 ml medyum eklenmis ve
siispansiyon 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijj sonrasinda
siipernatant uzaklastirilip, ardindan tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti 4 ml medyum
icinde silispanse edilmistir. Hiicreler Thoma laminda sayilarak 300000 hiicre/ml

yogunlukta flaska ekim yapilmistir.
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3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi, hiicrelerin ¢ogalma kapasitesine gore tig-dort giinde
bir olacak sekilde yapilmistir ve bir Onceki kiiltiirdeki hiicreler tripsin/EDTA ile
kaldirilip, 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra toplam hiicre miktarinin en
fazla 1/3’ii kadar hiicre taze besiyerine alinip 75 cm?’lik flasklara aktarilmasi seklinde
yapilmistir. Calismadan bir 6nceki pasajin semi-konflens hiicreler kullanilarak
yapilmasima ve pasajdan sonra hiicrelerin zemine tutunabilmeleri icin 24 saat

beklenmesine dikkat edilmistir.

3.3. Deney Dizaym

Deney iki asamali olacak sekilde olusturulmustur. Bu ¢alismada C3A hiicre
serisinde toksik madde olarak kullanilacak glikokenodeoksikolik asit i¢in literatiirde
cok farkli doz araliklar1 ve uygulama sekilleri bulunmaktadir. Ayni sekilde koruyucu
ve tedavi edici etkisi arastirilacak olan propolisinde alkol ve su eksraktinda doz araligi
belirlendi. Bu doz farkliliklarinin sebebi; ilag ¢oziiciilerinin, hiicre tipinin, hiicre
yogunlugunun, hiicreler i¢in kullanilan medyumlarin ve laboratuvar farkliliklar1 gibi
etkenlerden dolay1 olabilir. Bundan dolay1 deneylere dncelikle bu maddeler igin toksik

doz belirlemekle baglanilmistir.

3.3.1. Safra Asit Toksisitesinin Olusturulmasi

Hiicre hattinda glikokenodeoksikolik asidin 4 farkli dozu hazirlanmistir
(GCDCA; 0,75-1-1,5-2mM).

Bir giin 6ncesinden 24 kuyulu plakanin her bir kuyusuna sirastyla 300000
hiicre/ml konsantrasyonunda ekilmig C3A hiicrelerinin iizerine farkli dozlarda
hazirlanmis GCDCA 1/10 oraninda olacak sekilde hiicre serisi {izerine eklenmistir. 24
saat sonunda GCDCA’nin etkileri mikroskop altinda incelenerek, goriintiileri

kaydedilmistir. Yapilan deneyler 3 kez tekrarlanmastir.

300000 hiicre/ml konsantrasyonda C3A hiicreleri ekilmis 96 kuyulu plakanin
her bir kuyusuna GCDCA’nin belirlenen dozlar1 1/10 oraninda eklenmistir. 24 saat
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sonunda MTT testi yapilarak doz-cevap sonuglari elde edilmistir. Yapilan deneyler 3

kez tekrarlanmstir.

MTT Testi: Kolorimetrik metod olarak ilk kez Mossmann (1983) tarafindan
tanmimlanan bu testte, sar1 tetrazolium tuzu canli hiicrelerin mitokondrilerindeki
dehidrogenaz enzimleri aracilig ile tetrazolium halkasinin kirilmasi sonucu formazan
kristallerine doniistiirilmektedir. Olusan formazan Kristalleri izopropanol veya DMSO
gibi ¢oziiclilerde ¢oziilmesi sonucu ortamda olusan renk, spektrofotometrik yontemle

Olciliir ve olgiilen deger canli hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir.

MTT soliisyonunu eklemeden 6nce hiicrelerin lizerindeki medyum tazelenmis
ve MTT soliisyonu son konsantrasyon 1/10 olacak sekilde biitlin 6rneklere eklenmstir.
4 saat 37°C’deki etiivde inkiibe edildikten sonra olusan formazan son iirliniiniin
¢Oziinebilmesi i¢in Orneklerin iizerine 1’¢ 1 hacim olarak DMSO eklenmis ve
¢oziinmesi icin 1 gece boyunca 37°C’deki etiivde bekletilmistir. Orneklerdeki

¢dziinmiis formazan miktart ELISA okuyucuda 570 nm dalga boyunda dl¢iilmiistiir.

3.3.2. Propolis Koruyuculugunun Arastirilmasi

Bu asamada ilk olarak propolisin belirlenen 4 farkli dozunun (1-5-10-50 pg/ml)
GCDCA’nin toksik dozuna kars1 koruyuculuk etkisinin olup olmadigt MTT testi ile
ve morfolojik degisiklikleri floresan akridin oranj boyama yontemi ile
degerlendirilerek bakilmistir. Propolis ekstraktlart GCDCA toksisitesinden 3 saat 6nce

Ve sonra ayr1 ayri uygulanmistir.

Akridin Oranj ile Floresan Boyama: Akridin oranj plazma membranindan
girmekte ve hiicre i¢i niikleik asitlere tutunarak, onlari boyamaktadir. Cift zincirli
niikleik asite tutundugunda yesil ve tek zincirli niikleik asite tutundugunda ¢ogunlukla

turuncu florasan 151k olusturmaktadir.

C3A hiicreleri 600.000 sayida 6 kuyulu kiiltiir kaplarina ekilmistir. Ekilen
hiicreler 1 gilin inkiibasyondan sonra 1 giin de ilag uygulamasina birakilmistir.

Propolis’li medyum, ayr1 ayri gruplarda GCDCA uygulamasindan 3 saat dnce ve sonra
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hiicrelerin bulundugu medyuma 1/10 oraninda eklenmistir. Daha 6nceden fosfat
tampon soliisyonu (PBS) icinde 0,3 mg/ml konsantrasyonda 100 kat olarak
hazirlanmisg stok akridin oranj boyasi, yine PBS i¢inde 2 kat olacak sekilde
seyreltilmistir. Hiicrelerin i¢ginde bulundugu medyuma 1’e 1 oraninda eklenmistir. 10
dakika beklendikten sonra floresan goriintiilleme sistemiyle gruplar incelenerek,
goriintiileri alinmistir. Gruplardaki hiicrelerin morfolojik yapilari kontrol grubuna gore

kiyaslanarak degerlendirilmistir.

3.4. istatistiksel Degerlendirme

Deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi, SPSS istatistik programini
kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki fark 6nce ANOVA testi ile, sonrasinda Post-
Hoc testlerinden Tukey testi kullanilarak saptanmistir ve p<0,05 anlamli fark olarak

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Glikokenodeoksikolik Asit Toksik Dozlariin Belirlenmesi

Faz kontrast invert mikroskop altinda yapilan gzlem deneyin ileriki agamalari
icin 6nem arz etmektedir. Buradan alinacak sonuclar dogrultusunda diger asamalara
gecilmistir. Bu asama da diger agsamalar gibi 3 kez tekrarlanmistir. GCDCA ’nin farkli
dozlarin hiicre morfolojileri ve sayilari tizerindeki etkileri gorsel olarak incelenerek

toksik etkiyi baslatan doz aralig1 belirlenmistir.

C3A hiicre hattina uygulanan GCDCA’nin 0,75-1-1,5-2 mM dozlar iginde,
hiicresel morfolojiyi bozmasinin yaninda hiicresel tutunmay1 da etkileyip hiicrelerin
tutunduklar1 yerden kalkmasini ve hiicre morfolojilerinin degigsmesini saglayan dozun
1 mM’dan itibaren basladigi, artan dozlarda toksik etkinin daha da arttig1 goriilmiistiir.
1,5 mM dozunda kontrole gére morfolojinin bozuldugu ve sayilarinin ciddi oranda

azaldig1 gorilmiistiir.

Bu gozlemsel ¢alismanin sonucunu dogrulamak i¢in yapilacak olan MTT testi
icin GCDCA’nin 0,75-1-1,5-2 mM’lik dozlarinin C3A hiicre tipinde uygulanmasina

karar verilmistir.

MTT Test Sonuglar1: GCDCA toksik doz smirlarinin gozlemsel inceleme ile
belirlenmesi sonucunda, bu dozlarin hiicre yasayabilirligi tizerindeki etkilerinin
kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla MTT testi yapildi. Cikan sonuglar kontrol

grubuna gore kiyaslanarak yiizde degerleri hesaplanmistir.

1 mM’dan sonra yiikselen GCDCA dozlarinin hiicre yasayabilirligini azalttig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Grafik 1).

MTT testi sonuglar1 gdzlemsel inceleme sonuglar ile uyum gostermistir.

23



120
100
80
60

40

20
: |
Control 2mM 1,5mM 1mM 0,75 mM

Grafik 1. GCDCA toksik dozlarinin MTT testi ile belirlenmesi.

Gruplar kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0.05.

4.2. Propolis Ekstraktlarinin Toksik Etkilerinin Belirlenmesi

Propolis ekstraktlarinin hiicreler iizerinde uygulanmasi kontrol grubuna gore

kiyaslandiginda toksik bir etki olusturmadigi goriildii (p>0.05, Grafik 2).
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Grafik 2. Propolis ekstraktlarinin C3A hiicreleri tizerindeki etkilerinin MTT
testi ile gosterilmesi.
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4.3. Propolisin GCDCA Toksisitesine Karsi Hiicre Canlihgn Uzerine
Etkileri

Bu calismada propolisin alkol ve su eksraktlarinin 4 farkli dozu GCDCA’nin
belirlenen dozlari ile olusturulan toksisiteden dnce ve sonra uygulanmis ve bu dozlarin

koruyucu bazilarinda koruyucu etkinlik goriilmiistiir.

4.3.1. Propolisin Alkol Ekstraktinin (PAE) 1 mM GCDCA Toksisitesine
Kars1 Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkileri

C3A hiicreleri tizerinde 1 mM GCDCA ile indiiklenmis toksisiteden 3 saat
sonra PAE’nin 4 farkli dozu (1-5-10-50 pg/ml) uygulanmuistir.

PAE’nin en yiiksek dozu olan 50 pg/ml’de kontrole ve 1 mM GCDCA ile
olusturulmus toksisiteye karsi istatistiksel olarak anlamli derecede toksisiteyi daha da
artirdigi tespit edilmistir (p<0.05). PAE’nin 1 pg/ml dozunun, indiiklenmis toksisiteye
kars1 olumlu etkinliginin oldugu bulunmustur (p<0.05). Ancak 10 ve 5 pg/ml
dozlarinin toksisiteye kars istatistiksel olarak etkinligi tespit edilememistir (p>0.05)
(Grafik 3).
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Grafik 3. 1 mM GCDCA toksisitesinden sonra uygulanan propolis alkol
ekstraktinin hiicre canlilig1 iizerine etkisi.

GCDCA toksisitesi kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0.05,
Propolis alkol ekstraktlart GCDCA toksisitesi ile karsilastirildi. #; p<0.05.

25



1 mM GCDCA ile toksisite indiiklenmeden 3 saat 6nce uygulanan 50 pg/ml
PAE dozu toksisiteyi artirici etki gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05). PAE nin sadece
1 pg/ml dozunun, toksisiteden 6nce uygulanmasi ile olumlu etkinliginin oldugu
bulunmustur (p<0.05) (Grafik 4).
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Grafik 4. 1 mM GCDCA toksisitesinden once uygulanan propolis alkol
ekstraktinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi.

GCDCA toksisitesi kontrol grubu ile karsilastirildl. *; p<0.05,

Propolis alkol ekstraktlart GCDCA toksisitesi ile karsilastirildi. #; p<0.05.

4.3.2. Propolisin Alkol Ekstraktinin (PAE) 1,5 mM GCDCA Toksisitesine

Kars1 Hiicre Canliig1 Uzerine Etkileri

1.5 mM GCDCA ile indiiklenmis toksisiteden Once ve sonra uygulanan
PAE’nin higbir dozunun olas1 tedavi edici ya da koruyucu etkinligi goriilmemistir
(p>0.05) (Grafik 5, 6).
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Grafik 5. 1.5 mM GCDCA toksisitesinden sonra uygulanan propolis alkol
ekstraktinin hiicre canlilif1 iizerine etkisi.

GCDCA toksisitesi kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0.05,
Propolis alkol ekstraktlart GCDCA toksisitesi ile karsilastirildi (p>0.05).
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Grafik 6. 1.5 mM GCDCA toksisitesinden once uygulanan propolis alkol
ekstraktinin hiicre canlilig tizerine etkisi.

GCDCA toksisitesi kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0.05,
Propolis alkol ekstraktlart GCDCA toksisitesi ile karsilagtirildi (p>0.05).
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4.3.3. Propolisin Su Ekstraktinin (PSE) 1 mM GCDCA Toksisitesine Karsi
Hiicre Canlihg Uzerine Etkileri

C3A hiicreleri tizerinde 1 mM GCDCA ile indiiklenmis toksisiteden 3 saat
sonra PSE’nin 4 farkli dozu (1-5-10-50 pg/ml) uygulanmistir. PSE’nin 50 ve 10 pg/ml
dozlarinin toksisiteden sonra uygulanmasinin koruyucu etkinligi bulunmustur
(p<0.05) (Grafik 7).
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Grafik 7. 1 mM GCDCA toksisitesinden sonra uygulanan propolis su
ekstraktinin hiicre canlilig1 iizerine etkisi.

GCDCA toksisitesi kontrol kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0.05,
Propolis su ekstraktlart GCDCA toksisitesi ile karsilastirildi. #; p<0.05.
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I mM GCDCA ile toksisite indiiklenmeden 3 saat 6nce uygulanan PSE biitiin
dozlarinin toksisiteye karsi koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05) (Grafik
8).
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Grafik 8. 1 mM GCDCA toksisitesinden once uygulanan propolis su

ekstraktinin hiicre canlilif1 iizerine etkisi.

GCDCA toksisitesi kontrol kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0.05,
Propolis su ekstraktlart GCDCA toksisitesi ile karsilastirildi. #; p<0.05.
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4.3.4. Propolisin Su Ekstraktinin (PSE) 1,5 mM GCDCA Toksisitesine
Kars1 Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkileri

1.5 mM GCDCA ile toksisite indiiklenmeden 3 saat 6nce uygulanan PSE’nin

50 ve 10 pg/ml dozlarinin toksisiteye karst koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir
(p<0.05) (Grafik 9).
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Grafik 9. 1.5 mM GCDCA toksisitesinden Once uygulanan propolis su
ekstraktinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi.

GCDCA toksisitesi kontrol kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0.05,
Propolis su ekstraktlart GCDCA toksisitesi ile karsilastirildi. #; p<0.05.
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1.5 mM GCDCA ile indiiklenmis toksisiteden 3 saat sonra uygulanan PSE’nin
hi¢bir dozunun olas1 tedavi edici ya da koruyucu etkinligi goriilmemistir (p>0.05)

(Grafik 10).
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Grafik 10. 1.5 mM GCDCA toksisitesinden sonra uygulanan propolis su

ekstraktinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi.

GCDCA toksisitesi kontrol kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0.05
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4.4. Propolis Ekstraktlarinin GCDCA Toksisitesine Kars1 Etkinliginin

Akridin-Oranj Boyama ile Gozlemsel Degerlendirilmesi

Sekil 8. Propolis ekstraktlari etkin dozlarinin GCDCA toksisitesine karsi
florasan boyama ile gozlemsel degerlendirilmesi.

A- Kontrol, B- 1 mM GCDCA toksisitesi, C- Propolis Alkol Ekstrakti (1
ug/ml) Once Uygulamasi, D- Propolis Alkol Ekstrakt: (1 pg/ml) Sonra Uygulamast,
E- Propolis Su Ekstrakti (10 ug/ml) Once Uygulamasi, F- Propolis Su Ekstrakti (10
ng/ml) Sonra Uygulamast.

K- Kontrol, N- 1.5 mM GCDCA Toksisitesi, L- Propolis Alkol Ekstrakti (1
ug/ml) Once Uygulamasi, O- Propolis Alkol Ekstrakt: (1 ug/ml) Sonra Uygulamasi,
M- Propolis Su Ekstrakt1 (10 pg/ml) Once Uygulamasi, P- Propolis Su Ekstrakt: (10
ug/ml) Sonra Uygulamas.
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5. TARTISMA

Karaciger, metabolik ve anabolik reaksiyonlarin ¢ogunun gerceklestigi organ
olup bu reaksiyonlar sirasinda hasara maruz kalabilmektedir. Onemli bir karaciger
patolojisi olan kolestaz, duodenuma safra akiminin azalmasi veya durmasi olarak
tanimlanabilir. Kanalikiiler safra akimi; hepatositlerden salinan soliitlere cevap olarak
su ve elektrolitlerin ve plazmanin akimidir (35). Hepatositlerden safra asitlerinin
salinimi; safra asitlerinin alimi, hiicre i¢i transportu ve kanalikiiler sekresyonu
safthalarin1 igerir. Bilirubinler tasiyicilarla hepatosit icine alinip, endoplazmik
retikulumda UDP-glukronil transferaz enzimi araciligiyla glukronik asit ile konjuge

edildikten sonra kanalikiiler liimene salinir (35).

Tedavi yontemlerinin pek ¢ok alanda gelisme gostermesine ragmen kolestaza

bagli karaciger hasarlarinin tedavisinde dogrudan kullanilan ila¢ bulunmamaktadir.

Son yillarda alternatif tedavi seceneklerinin, tibbi tedaviye ilave olarak
Ozellikle beseri hekimlik alaninda giderek artan bir 6nem kazandigi goriilmektedir.
Propolis de bu dogal iiriinlerin basinda gelen ve biyolojik yonden aktif bir¢cok bilesigi
iceriginde bulunduran, ¢esitli bitkilerden bal arilar1 tarafindan toplanan regineli bir
triindiir. Materyal toplandiktan sonra arilarin tiikiirik salgist ve enzimatik
sekresyonlar ile zenginlestirilir (52, 81). Propolisin ekstraktlariyla yapilan ¢ok sayida
calismada antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antitimoral, immiinomodiilatér ve
diger faydali biyolojik etkileri ispatlanmistir (82). Ayn1 zamanda, propolisin ¢ok
onemli farmakolojik aktif bilesenleri olan flavonoidler ve kaffeik asit/kaffeik asit
fenetil ester (KA/KAFE) gibi gesitli fenoliklerin, antioksidan 6zelliklerine bagli olarak
noroprotektif (83), radyoprotektif (84), kardiyoprotektif (85), gastroprotektif (86),
hepatoprotektif (87) ve nefroprotektif (88) etkileri tespit edilmistir. Propolisin
antioksidan etkinligi, 6zellikle onun yiiksek flavonoid igerigiyle alakalidir ve propolis
ekstraktinin kuru agirhiginin % 25-30’unu flavonoidler olusturmaktadir. Pinosembrin,
akasetin, krisin, rutin, katesin, naringenin, galangin, luteolin, kamferol, apigenin,

mirisetin ve kuarsetin 6nemli flavonoid bilesikler olarak bilinmektedir (52, 54).

Yapilan ¢alismada kullanilan propolisin en 6nemli flavonoid bilesigi olan
chrysinin antioksidan etkinligi tespit edilmistir (89). Propolis ile yapilmis gesitli

deneysel ¢aligmalarda; selenitin neden oldugu katarak formasyonu ve oksidatif stres
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tizerine koruyucu etki gosterdigi (90), oksidatif stresin neden oldugu retinal hasara
kars1 lipid peroksidasyonunu inhibe ederek noroprotektif etki gosterdigi (83), karbon
tetrakloriiriin neden oldugu oksidatif stresi ve olusan karaciger hasarini 6nledigi (91),
Escheriechia coli’nin neden oldugu pyelonefritte olusan oksidatif stresi azalttigi (88),
alkoliin neden oldugu oksidatif stresle olusan lipid degisiklikleri ve karaciger hasari
(92) ile deneysel obstriiktif sarilik modelinde oksidatif stres tizerinden olusan
karaciger hasarina karsi koruyucu etkisinin oldugu (93), doksorubisin ve vinblastinin
yol agtig1 mitokondriyal stres ile ortaya ¢ikan karaciger ve kalp toksisitesine karsi
olumlu etki gosterdigi (85) bildirilmistir. Saglikli insanlarda yapilan in vivo bir
calismada, oral propolis verilmesiyle kan antioksidan aktivitesinde artis tespit
edilmistir (90). Propolis ile ilgili yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda, antioksidan
etkinliginin doz bagimli ve yiiksek polifenolik icerikleriyle ilgili oldugu gosterilmistir
(83, 94-96). Son yillarda propolisin 6nemli biyolojik etkilerinden birinin de
karsinostatik etki oldugu fark edilmistir. Propolis bilesiminde bulunan organik
maddelerden flavonoidler, serbest radikal temizleyici, metabolik enzim diizenleyici,
detoksifiye edici ve immumodiilasyonu saglayict etkileri ile ileri asamalarda

antikanserojenik etki gostermektedirler (97).

Bu ¢alismada etkinliklerine dair ¢cok sayida arastirmaya konu olan propolis’in
insan hepatoselliiler karsinomu C3A hiicre hattinda glikokenodeoksikolik asit ile
indiiklenmis toksisiteye (98) karsi etkinligini arastirmak amaglanmistir. Kolestaz

durumunu taklit eden in vitro ¢alisma diizeni planlanmistir

El-Khatib ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢aligmada karbon tetraklorit ile
indiikledikleri hepatotoksisitede propolisin su ekstraktinin lipid peroksidasyonunu
azaltigin1 gostermislerdir (99). Seo ve arkadaslari asetaminofen ile indiikledikleri
toksisiteye karsit propolisin bes farkli dozunu (1-10-100-200-400 pg/ml) sican
karaciger hiicre kiiltiiriine, si¢anlara (50 ve 100 mg/kg p.o. propolis), farelere (10 ve
25 mg/kg p.o. propolis) uygulamislardir. Hem hiicre kiiltiiriinde hem farelerde hem de
sicanda toksisitenin azaldigr gosterilmistir. Sonu¢ olarak propolisin hepatik
hasarlanmaya kars1 koruyucu etkinliginin oldugunu bildirmislerdir (100). Shukla ve
arkadaslarinin karbon tetraklorit ile indiikledikleri hepatotoksisitede propolis
ekstraktinin (200 mg/kg, p.o.) histopatolojik degisimleri restore ettigi gosterilmistir
(101).
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Propolisin 6énemli bir komponenti olan KAFE’nin tert-butil hidroperoksitle
indiiklenmis hepatotoksisiteyi onemli dl¢lide azalttifini Lee ve arkadaglart yapmis
olduklar1 ¢alismada géstermislerdir (102). Sathiavelu ve arkadaslar1 yapmis olduklari
calismada bal ve propolisin diger 6nemli bir bilesigi olan chrysin’in etanol ile
indiiklenmis hepatotoksisiteye karst oksidatif stres tizerinden etkisini gostererek
olumlu sonuglar dogurdugunu bildirmislerdir. Calismalarinda ortaya koyduklar
histolojik degisimlerin biyokimyasal bulgularla korele oldugunu da bildirmislerdir
(103). Bhadauria ve arkadaslar1 propolisin ilag metabolizma yolagindaki enzim olan
ve karbon tetraklorid ile hasara ugratilan CYP2E! iizerinde koruyucu etkinliginin
oldugunu yapmis olduklart ¢alismada gostermislerdir (104). Tiirkez ve arkadaslari
aliminyum ile indiikledikleri hepatik hasarlanmay1 propolisin Onleyebilecegini
gostermiglerdir (105). Yine Tiirkez ve arkadaslarimin 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD) ile indiikledikleri karaciger hasarlanmasinda propolisin antioksidan
etkinligi ile histolojik degisimleri, oksidatif stresi ve DNA hasarin1 azalttigini

bildirmislerdir (106).

Amberdekar ve arkadaglari ¢ok bilesenli propolisin karaciger koruyucu
etkinliginin lipozom {iretimini artirmasiyla gerceklesebilecegini ortaya koymuslardir
(107). Andritoiu ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada karbon tetraklorit ile
sicanlarda indiikledikleri hepatotoksisitede apiterapinin etkinliginin olabilecegini
bildirmislerdir (108). Kanser kemoterapisinde kullanilan bir ilag olan doksorubisin ile
indiiklenen karaciger toksisitesi lizerine propolisin sigan karacigerinde koruyucu
etkinliginin oldugu bildirilmistir (109). Cezayir propolisi polifenolik fraksiyonunun
yine doksorubisin ile indiiklenmis karaciger hiicrelerindeki oksidatif strese karsi
koruyucu etkisi, Wided ve arkadaslart tarafindan bildirilmistir (110). Bizim
calismamizda da paralel olarak 6zellikle propolisin safra asidi ile indiiklenmis C3A
hiicre hattinda koruyucu etkinliginin oldugu gosterilmistir. Propolis farkli ajanlarla
olusturulmus hepatik toksisitede etkili bir koruyucu ajan olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Calismamizin verileri, kolestazda ve benzeri karaciger hastaliklarinda propolis
verilmesinin, koruyucu etkinliginin reaktif oksijen radikallerinin temizlenmesi sonucu
antioksidan tiiketiminin engellenmesi ve metabolik enzim diizenleyici etkisi ile

olusabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada insan hepatoselliiler karsinom hiicre hatt1 olan C3A iizerine
glikokenodeoksikolik asit ile olusturulan hepatotoksisiteye karsi propolisin etkinligi
spektrofotometrik ol¢tim (MTT testi) ve histokimyasal boyama (akridin oranj) ile

incelenmistir.
Sonugta;

1. 1 ve 1,5 mM GCDCA ile indiiklenen gruplarda kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde hiicre morfolojisi ve sayisinda azalma ortaya ¢ikmistir.

2. Propolisin su ve alkol eksraktlar1 safra asidi ile indiiklenen toksisitede
koruyucu etkinligi goriilmiistiir.

3. Bu c¢alismanin sonuglar1 propolis ekstraktlarindaki bilesenlerin
ayristirilarak saf hale getirilip safra toksisitesinde arastirilmasinin degerli

oldugunu ortaya koymustur.
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