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OZET

Basar M. Tiirk Propolisinin Histon Deasetilaz (HDAC) Enzim Aktivitesine
Etkisinin Arastirilmasi, Tekirdag Namik Kemal Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag,
2021. Bireylerin beslenme ve yasam tarzi cesitli epigenetik degisikliklere neden
olarak viicudun fizyolojik ve patolojik siireclerini etkileyebilmektedir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda c¢esitli besin ve besin bilesenlerinin histon deasetilaz (HDAC)
enzim aktivitesini baskiladigina dair giiclii kanitlar bulunmustur. Tez c¢alismamiz
kapsaminda c¢esitli farmakolojik etkilere sahip Tiirk propolisinin (TP) HEK293T ve
HeLa hiicre hatlarinda HDAC aktivitesi tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Calismada,
Tiirkiye’de piyasadan toplanan ticari formda, saflastirilmis 2 farkli propolisin suda
¢oziinen formlart kullanilmistir. HEK293T ve HeLa hiicrelerinde HDAC
aktivitesinin tespiti i¢in Oncelikle TP’nin uygulanmast planlanan LDS50
konsantrasyonlar1 tripan mavisi boyama yontemi ile belirlenmistir. NETN lizis
yontemi ile elde edilen hiicresel lizatlarin protein miktar tayininde Bradford yontemi
kullanilmistir. In vitro kosullarda Propolis-1’in, LD50 dozu ile hem 24 saatlik
muamelesinin hem de dogrudan hiicresel lizatlarla muamelesinin, HEK293T ve
HeLa hiicrelerindeki HDAC aktivitesini azalttigi saptanmistir. Propolis-2’nin
dogrudan muamelesi bilgi verici olmamakla birlikte, 24 saatlik uygulamasi ise
normal hiicrede (HEK293T) HDAC aktivitesini diisiiriitken kanser hiicresinde
(HeLa) HDAC aktivitesini artirdigi tespit edilmistir. Calismamizdan elde edilen
veriler 15181inda TP’nin bir normal hiicre hatt1 olan HEK293T hiicrelerinde dogrudan
ve dolayli mekanizmalarla HDAC: etkisi oldugu, bir kanser hiicre hatt1 olan HeLa

hiicrelerinde ise HDAC aktivitesi tizerindeki etkisinin ¢eliskili oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Tiirk Propolisi, HDACI, Epigenetik, Fonksiyonel Besin.
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ABSTRACT

Basar M. Investigation of the Effect of Turkish Propolis on Histone Deacetylase
(HDAC) Enzyme Activity, Tekirdag Namik Kemal University, Institute of
Health Science, Department of Nutrition and Dietetic, Master in Science Thesis,
Tekirdag, 2021. Nutrition and lifestyle can affect the physiological and pathological
processes of the body by causing various epigenetic changes. Strong evidences on
various foods and nutritional components suppress histone deacetylase (HDAC)
enzyme activity have been found in recent studies. In our thesis study, the effects of
Turkish propolis, which has various pharmacological effects, on HDAC activity in
HEK293T and HelLa cell lines were investigated. Water-soluble forms of two
different purified propolis in commercial form collected from the market in Turkey
were used in the study. In order to detect the HDAC activity in HEK293T and HelLa
cells, LD50 concentrations, which were planned to be applied for the TP, were
determined by trypan blue staining method. Bradford method has been used for
protein quantification of cellular lysates prepared by NETN lysis method. It has been
determined that both 24-hours treatment and direct treatment of cellular lysates with
the Turkish Propolis-1 with the LD50 concentration reduced HDAC activity in
HEK293T and HelLa cells in in vitro conditions. Although the results of the cellular
lysates treated directly with the Propolis-2 is not informative, the of 24-hours
treatment has shown decreasing HDAC activity in normal cell (HEK293T) while
increasing HDAC activity in cancer cell (HeLa). Our results show that the TP has
HDACI effect in HEK293T cells, a normal cell line, by direct and indirect
mechanisms, whereas the findings of HDAC activity in HeLa cells, a cancer cell line,
are contradictory.

Key words: Turkish Propolis, HDACI, Epigenetic, Functional Food.
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1. GIRIS

Beslenme, epigenetik degisiklikler araciligi ile gen ekspresyonlarini
diizenlemesinin yanmi sira kanser de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklara olan
yatkinlik risklerini etkileyebilmektedir (Andreescu ve dig. 2018). Epigenetik, DNA
dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen ifadesinin diizenlenmesidir (Khan ve
La Thangue 2012). Baslica epigenetik degisiklikler; DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve NCRNA aracili kromatin yeniden yapilanmasidir. Tersinir bir
posttranslasyonel modifikasyon olan histon asetilasyonu, histon asetiltransferaz
(HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimleri arasindaki denge ile kontrol edilir ve
kromatinin yapisinda, fonksiyonunda ve 6karyotik gen ekspresyonunu diizenlemede
onemli bir role sahiptir (Sanaei ve Kavoosi 2019). HDAC'lar, asetil gruplarini
histonlardan ayiran ve tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir grup
enzimden olugmaktadir (Mottamal ve dig. 2015). HDAC enzimlerini inhibe edebilen
dogal ve sentetik bilesikler ise HDAC inhibitorleri olarak tanimlanmaktadir.
HDAC’lerin tiimor baskilayic1 genlerin aktivasyonunu degistirebildigi, apoptozu
artirabildigi ve bdylece kansere karsi koruyucu bir role sahip oldugu cesitli
caligmalar ile gosterilmistir (Sanaei ve Kavoosi 2019). Son yillarda, meyve ve
sebzelerin, diyet liflerinin, bazi yag asitlerinin ve mikro besin dgelerinin, HDAC

aktivitesini baskiladigina dair giiglii kanitlar bulunmustur (Bassett & Barnett, 2014).

Propolis, bal arilar1 tarafindan iiretilen ve 300°den fazla kimyasal bilesige
sahip, regine benzeri yapida dogal bir triindiir (Krell 1996). Yiizyillar boyunca farkli
toplumlar tarafindan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan propolis, giiniimiizde
ise kanitlanan kimyasal Ozellikleri ve biyolojik aktivitesi sayesinde modern tipta
yerini almaktadir. Propolisin antimikrobiyal (Uzel ve dig. 2005), antifungal (Silici ve
dig. 2005), antibakteriyel (Temiz ve dig. 2011), antiprotozoal (Salomao ve dig.
2011), antitiimoér (Burdock ve dig. 1998), immiinomodiilatér (Sforcin 2007),
hepatoprotektif (Banskota ve dig. 2001) ve kardiyoprotektif (Daleprane ve dig. 2012)

etkileri gesitli calismalar ile gosterilmistir.

Propolisin farmakolojik olarak etkili olmasinin temel nedeni bir¢ok ilacin

aktif maddesi olan; flavonoidler, fenolik asitler ve esterler, terpenoidler, b-steroidler,



lignanlar, aromatik aldehitler gibi biyoaktif fitokimyasal bilesenleri igeriginde
bulundurmasidir (Banskota ve dig. 2001).

Yapilan klinik 6ncesi ¢alismalar ile propolisin antioksidan ve antienflamatuar
aktivitesi sayesinde kalp hastaliklari, diyabet, hipertansiyon ve Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere gesitli kronik hastaliklarin tedavisinde
destekleyici oldugu gosterilmistir (Braakhuis 2019). Ayrica propolisin en fazla
arastirilan bilesiklerinden CAPE ve krisinin, hiicre boliinmesi ve hiicre biiylimesini
inhibe ederek veya apoptozu indiikleyerek kanser hiicrelerine karsi sitotoksik
ozelliklere sahip olabilecegi ¢ok sayida calisma ile gosterilmistir (Sawicka ve dig.
2012). Antikanser etkinin altinda yatan mekanizmalar incelendiginde propolisin
cesitli kanser hiicre hatlarinda uygulanmasinin HDAC inhibisyonu araciligi ile etki
gosterdigi tespit edilmistir (Sun ve dig. 2012; Ishiai ve dig. 2014; Pal-Bhadra ve dig.
2012; Omene ve dig. 2013; Huang ve dig. 2011).

Yapilan kapsamli literatiir taramasi sonucunda Tirk propolisinin HDAC
inhibitor etkisinin daha once hi¢ arastirllmamis oldugu ve literatiirde doldurulmasi

gereken bosluklardan biri oldugu tespit edilmistir.

Bu tez calismasi, farkli kanser hiicre hatlarinda antikanser Ozelligi
kanitlanmis fonksiyonel bir gida olan Tiirk propolisinin, normal insan embriyonik
bobrek (HEK293T) hiicre hatti ve insan serviks kanseri (HeLa) hiicre hattinda
HDAC aktivitesine etkisinin tespit edilmesi amaciyla ger¢eklestirilmistir. Boylelikle
besin kaynakli HDAC inhibitorleri portfdyiine yeni bir gida maddesi eklenmesini
saglamanin yani sira Tiirk propolisinin biyolojik bir 6zelliginin ortaya cikarilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Propolisin Tanmimi ve Tarihgesi

Propolis, bal arilarmin (Apis mellifera L.) agaglarin kozalak ve
kabuklarindan, bitki tomurcuklarindan ve filizlerinden topladigi c¢esitli polenlerin,
0zel regine ve mumsu maddelerin ve yaglarin karisimindan olusan giiglii antiviral,
antibakteriyel ve antioksidan etkiye sahip dogal bir ar1 iiriindiir. Arilar tarafindan
kovana yapistirilan propolis balmumu ile karistirilir, kovan ylizeyi propolis ile
kaplanir (Chen ve dig. 2018). Propolis, kovanda bulunan delik ve catlaklarinin
kapatilmasinda ve 1s1 yalitimini saglamada kullanilir, boylece kovan i¢i sicaklik ve
nem sabit tutulur. Ayrica peteklerin tamirinde, birlestirilmesinde ve kovan giriginin
daraltilmasinda gorev alir (Banskota ve dig. 2001). Bu sayede kovanda bulunan ar1
kolonisini diger boceklere ve bakteri, mantar ve viriis gibi mikroorganizmalara karsi
koruma islevi gormektedir (Rufatto ve dig. 2017). Propolis temel olarak kovanin
korunmasinda goérev almasi nedeniyle Antik Yunan’da 6n veya giris anlamindaki
“pro’”> ve topluluk veya sehir anlamindaki ‘‘polis®> kelimelerinden meydana
gelmektedir (Bankova ve dig. 2000).

Ham propolis bilesimi yaklasik olarak %50-55 bitkisel regine, %30 balmumu,
%5-10 ugucu yaglar, %5 polen ve diger organik bilesiklerden olugmaktadir
(Marcucci 1995). Yiizyillar boyunca farkli toplumlar tarafindan gesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmigtir. Propolis, Yunanlilar ve Romalilar tarafindan enfeksiyon
hastaliklarinda ve yaralari iyilestirmede kullanilmistir. Misirlilar tarafindan oliileri
mumyalamada kullanilirken, Inkalar tarafindan ates diisiiriicii olarak kullanilmustir.
17. ve 20. yiizyillar arasinda antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle propolisin Avrupa'da
kullanimi yayginlagmustir. 17. yiizyllda Londra farmakopesi tarafindan propolis
resmi ilag listelerine dahil etmistir (Fokt ve dig. 2010). Ikinci Diinya Savasi
doneminde propolis antimikrobiyal ve antienflamatuar bir ajan olarak kullanilmistir
(Ghisalberti 1979; Castaldo ve Capasso 2002; Franchin ve dig. 2018).

Giiniimiizde ise yapilan caligmalar ile kimyasal o6zellikleri ve biyolojik

aktivitesi kanitlanan propolisin modern tipta kullanimi yaygimlasmistir. Birgok



hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde propolis kullanimimin etkileri gliniimiiz

caligsmalarina konu olmaktadir.
2.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolisin kendine 6zgii keskin bir kokusu vardir ve oda sicakliginda esnek,
yapiskan ve yumusak bir yapidadir. 15°C’nin altindaki sicakliklarda sert, kirilgan ve
kismen donuk halde bulunur. 45 °C iizerindeki sicakliklarda ise yapigkan ozelligi

artar ve 60°C tizerindeki sicakliklarda sivi halde bulunur (Dogan ve Hayoglu 2012).

Propolis regineli ve sert bir yapiya sahip oldugundan kovandan ¢ikarildigi
ham hali ¢ogu zaman kullanima uygun degildir. Genellikle herhangi bir ¢oziicii
icerisinde (su, etanol, aseton, metanol, eter vb.) ekstrakte edilerek kullanima uygun
hale gelir. Propolis 6ziitiiniin etanol veya su gibi farkli ¢6ziiciiler ile hazirlanmasi

durumlarinda bile besin bilesen profili degismektedir (Braakhuis 2019).
2.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve icerigi

Propolisin igerigine bakildiginda, 300’den fazla kimyasal bilesik, 20" den
fazla mineral madde, balmumu, regine ve polen bulunmaktadir. Propolis yaklasik
olarak %45-55 bitkisel regine, %25-30 balmumu, %5-10 esansiyel (ugucu) yaglar,
%35 polen ve diger organik bilesiklerden olusmaktadir (Krell 1996).

Propolisin igeriginde; fenolik asitler, flavonoidler, esterler, diterpenler,
lignanlar, aromatik aldehitler, alkoller, amino asitler, yag asitleri, sekerler, seker
alkolleri, vitaminler ve mineraller bulunur (Batista ve dig. 2012). Propoliste bulunan
ana bilesenler Tablo 2.1’de ayrintili olarak gosterilmektedir. Bugiine kadar propolisin

biyolojik aktivitesi binlerce bilimsel makalede kapsamli bir sekilde ele alinmistir.

Propolisin farmakolojik olarak etkili olmasinin temel nedeni birgok ilacin
aktif maddesi olan; flavonoidler, fenolik asitler ve esterler, terpenoidler, b-steroidler,
lignanlar, aromatik aldehitler gibi biyoaktif fitokimyasal bilesenleri igeriginde
bulundurmasidir (Banskota ve dig. 2001).

Propolisin kimyasal 6zellikleri ve igerigindeki bilesenler, botanik kdkeninin

bulundugu bolgeye, arillarin bitki tercihlerine ve toplama mevsimine gore



degisebilmektedir (Braakhuis 2019). Bu nedenle yapilan caligsmalarda kullanilan
propolisin tiirline gore c¢alisma sonuglarinda farkliliklar gozlemlenebilmektedir

(Bankova ve dig. 2005).

Tablo 2.1. Propoliste bulunan ana bilesenler. De Groot (2013)’den alinmustir.

Ana bilesenler

Flavonoidler, flavanonlar, flavonlar ve flavonoller

Apigenin, luteolin, krisin, kuersetin, kaempferol, galangin, naringin,
pinosembrin, hesperedin, pinobanksin, rutin

Fenolik Asitler ve Esterleri

Sinnamik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, artepillin c, kafeik asit,
kafeik asit fenetil ester (CAPE), benzoik asit, salisilik asit, gentisik
asit, gallik asit.

Vitaminler

B1,B2,B6,C, E

Mineraller

Al, Si, Mn, C, Na, Mg, Cu, Ca, Zn, Fe, K

Terpen, Sekuterpen ve Tiirevler

Aminoasitler

Sekerler ve tiirevleri

Alkoller, ketonlar ve fenoller

Steroller ve steroid hidrokarbonlar

Yag Asitleri

2.1.3. Propolisin Cografik Kokeni

Propolis, farkli cografik ozelliklere sahip Arjantin, Brezilya, Cin, Yeni
Zelanda, Giliney Afrika, Tayvan, Ukrayna, Amerika Birlesik Devletleri ve
Ozbekistan gibi gesitli iilkelerde yaygm bulunmaktadir. Rengi yesil, kirmizi, sar1 ya
da koyu kahverengi olmakla birlikte toplandig1 bolgeye, bitki kaynaklarina ve iklime
gore degismektedir (Anjum ve dig. 2018).



Bal arilar1 (Apis mellifera L.) propolisin yapiminda kaynak olarak; kavak,
cam, sogit, okaliptus, koknar, mese, erik, ak¢aagac¢, kizilagag, hus, at kestanesi,
disbudak ve thlamur gibi bitkileri kullanmaktadir (Yiicel ve dig. 2014). Propolislerin
bitki kaynaklarini tespit etmek i¢in, bdlgeye ait propolis kaynagi olabilecek bitki
salgilar1 gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ve yiiksek performansli
sivi kromatografisi (HPLC) gibi kromatografik yontemler kullanilarak analiz

edilmistir.

Avrupa, Giliney Amerika, Kuzey Amerika ve Bati Asya bdlgelerinden
toplanan propolisin bitkisel kaynagi kavak agacit (Populus nigra) olarak tespit
edilmistir (Konig 1985). Rusya'dan toplanan hus agaci propolisinin bitki kaynagi
Betula verrucosa'dir ve kavak propolisinden farkli tiirde flavonoller ve flavonlar
icermektedir. Brezilya propolisinin ana kaynagi ise Baccharis dracunculifolia yaprak
recinesidir; igeriginde kavak propolisinden farkli flavonoidler, diterpenler, lignanlar
ve p-kumarik asit tiirevleri gibi bilesenler bulunmaktadir. Brezilya propolisi, CAPE'
ye (kafeik asit fenetil ester) kiyasla yiiksek oranda artepillin C igermektedir (Chan ve
dig. 2013; Ferreira ve dig. 2017). Kiiba propolisinin ana kaynagi Clusia rosea’dir ve
hem Avrupa hem de Brezilya propolisinden farkli olan poliizoprenile benzofenon

icermektedir (Awale ve dig. 2008; Bankova ve dig. 2000).
2.1.4. Tiirk Propolisinin Ozellikleri

Tiirk propolisinin (TP) kimyasal bilesimi, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
toplanan orneklerle bir¢cok farkli calismada incelenmistir. Tiirk propolisinde en ¢ok
bulunan flavonoidler; kuersetin, rutin, krisin, pinosembrin, pinostrobin kalkon,
pinobanksin ve tiirevleridir (Celemli ve dig. 2013; Mercan ve dig. 2006; Uzel ve dig,
2005). Yapilan farkli ¢alismalarla Tiirk propolisinin yaygin olarak kavak propolisi
ozelligi gosterdigi tespit edilmistir (Popova ve dig. 2005; Silici ve dig. 2007;
Velikova ve dig. 2000).

Erdogan ve dig. (2011) tarafindan Anadolu propolisinin analiz edildigi
calismada, gallokatesin, epigallokatesin ve mirisetin gibi farkli flavonoidler de tespit
edilmistir. Propolisin  kimyasal bilesimini belirlemek amaciyla farkli analiz

yontemleri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, Tiirk propolisinin fenolik asitler



bakimindan (6zellikle p-kumarik asit, ferulik asit, benzoik asit ve kafeik asit) zengin
icerige sahip oldugu bildirilmistir (El-Guendouz ve dig. 2019). Tiirk propolisinde
bulunan terpenlerin miktart %0,15 ile %27,47 arasinda degisebilmektedir (Celemli
ve dig. 2013; Popova ve dig. 2005; Sorkun ve dig. 2001). Ege Bolgesi'ndeki
propolisin nispeten yiliksek miktarlarda diterpen icerdigi Celemli ve ark. (2013)
tarafindan bildirilmistir. Cetin ve dig. (2010) Kayseri bdlgesinden toplanan
propoliste sinnamik asit ve esterlerinin yiiksek miktarda bulundugunu bildirmislerdir.
Bayram ve dig. (2018) tarafindan yiiritiilen c¢alismada Hakkari ve civarindan

toplanan propoliste 26 farkli kumarin tespit edilmistir.
2.1.5. Propolisin Farmakolojik ve Biyoaktif Ozellikleri

Giiniimiizde kardiyovaskiiler hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar, Tip 2
diyabet ve kanser gibi bir¢ok hastaligin olusumunda oksidatif stres rol oynamaktadir.
Son yillarda bu hastaliklarin tedavisinde ilaglarin yani sira antioksidan etkiye sahip
dogal iriinler arastirilmaktadir. Propolisin igeriginde bulunan polifenollerin ve
flavonoidlerin serbest radikalleri ortadan kaldirarak antioksidan etki gésterdigi pek

cok calisma ile kanitlanmistir (Cao ve dig. 2017; Nakanishi ve dig. 2003).

Merkezi sinir sisteminin en 6nemli organi olan beyinde oksidatif stres ciddi
hasarlara neden olur ve noérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde onemli rol
oynamaktadir. Propolis ve bileseni kafeik asit fenetil esterin (CAPE) radyasyona
maruz birakilan siganlarin beyin dokusu ilizerindeki antioksidan etkilerini inceleyen
bir ¢alismanin sonuglarina gore; propolis, lipid peroksidasyon olusumunu azaltir,
stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesini arttirir ve serbest radikal olusumunu
baskilayarak beyindeki oksidatif stresi 6nlemektedir (Alkis ve dig. 2015).

Propolisin antienflamatuar aktivitesinin temel mekanizmalarina bakildiginda;

v

Siklooksijenazin (COX) inhibisyonu ve bunun sonucunda prostaglandin
(PGE2) biyosentezinin inhibisyonu,

Serbest radikalleri ortadan kaldirilmasi,

Nitrik oksit sentezinin engellenmesi,

Enflamatuar sitokinlerin konsantrasyonunda azalma,

YV V VYV V

Immiinosupresif aktivitesidir (Araujo ve dig. 2012).



Dogrudan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi bagisiklik hiicrelerine zarar
verebilir, hiicresel bilesenlere saldirabilir ve DNA'da hasara neden olabilir. ROS,
cekirdekte niikleer faktor-«B (NF-xB) translokasyonunu uyarir ve Sekretuar
fosfolipaz A2 (sPLA2), siklooksijenaz-2 (COX-2), nitrik oksit sentaz (NOS), ve
sitokinlerin  (TNF-a ve IL-1B) transkripsiyonuna neden olur. Sonugta artan
enflamasyon ile doku hasarinin iyilesme siiregleri uzar (Farooqui 2010). Propolis,
serbest radikalleri dokulardan uzaklastirabilen polifenoller ve flavonoidler igerir
(Ramos ve Miranda 2007). Propoliste flavonoidlerin 6zellikle galangin ve kuersetin
varligt COX ve lipooksijenaz enzim sentezini engeller ve PGE2 ve COX-2
ekspresyonunu azaltir. Propolis NF-kB aktivasyonunu baskilayarak, antienflamatuar
etki gostermektedir (Farooqui 2010). Oksidatif stres sirasinda propolis aracili
koruyucu etkinin molekiiler mekanizmasi1 Sekil 2.1'de gosterilmektedir (Oryan ve
dig. 2018).
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Sekil 2.1. Oksidatif stres durumunda ROS olusumunu, NF-«kB aktivasyonunu, redoks
durumunu ve gen ckspresyonunu gosteren sinyal iletim yollari. Oryan ve dig.
(2018)’den uyarlanmustir. Nitrik oksit sentaz (NOS); nitrik oksit (NO); peroksinitrit
(OONO-); sitokinler, TNF-a ve IL-1B; indirgenmis glutatyon (GSH); oksitlenmis
glutatyon (GSSG) ve hidrojen peroksit (H202), Niikleer faktor-kB (NF-«xB).

Propolisin en kapsamli g¢alisilan biyoaktif bilesenlerinden biri olan CAPE,
lipid peroksidasyonunun son asamalarinda serbest radikal olusumunun bir gostergesi
olan plazmadaki Malondialdehit (MDA) seviyelerini diisiirmektedir (Hosnuter ve
dig. 2004). Ayrica CAPE, yanik hastalarinda plazma MDA, NO ve ksantin oksidaz
aktivitesini azaltabildiginden, propolisin yanik hastalarinin tedavisinde de faydal

olabilecegi diistiniilmektedir (Oryan ve dig. 2018).

Alzheimer riski tasiyan transgenik farelerde, propolisin  biyoaktif
bilesenlerinden pinokembrinin ii¢ aylik tedavisinde bazi inflamatuar belirteglerde

(TNF-a, IL-1 ve IL-6) anlaml1 derecede azalmalar gosterilmistir (Liu ve dig. 2014).

Non alkolik yagli karaciger hastalig1 gelistirilen sigan modelinde yapilan bir
calismada, 200 mg/giin propolis uygulamasi, TNF-a ve IL-6'y1 azaltarak

antienflamatuar etki gostermistir (Kismet ve dig. 2017).

Ayrica propolisin antimikrobiyal (Uzel ve dig. 2005), antifungal (Silici ve
dig. 2005), antibakteriyel (Temiz ve dig. 2011), antiprotozoal (Salomao ve dig.
2011), antitimor (Burdock ve dig. 1998), immiinomodiilatér (Sforcin 2007),
hepatoprotektif (Banskota ve dig. 2001) ve kardiyoprotektif (Daleprane ve dig. 2012)
etkileri cesitli caligmalar ile gosterilmistir. Son yillarda propolise olan ilgilin artmasi
ile daha farkli alanlarda da ¢aligmalar yapilmis ve propolisin deri hastaliklar, KBB
enfeksiyonlari, dis ve dis eti hastaliklar1 (Mahal ve dig. 2013; Parolia ve dig. 2010),
mide tlseri ve reflii gibi sindirim sistemi rahatsizliklar1 (Baltas ve dig. 2016), bronsit
gibi solunum sistemi enfeksiyonlar1 ve kadin hastaliklarinda (Imhof ve dig. 2005)
etkili oldugu gosterilmistir (Yiicel ve dig. 2014). Propolisin sitotoksik, apoptotik,
antiproliferatif ve antikanser aktivitesi ile ilgili yapilan g¢alismalar 6zellikle son

yillarda artis gostermektedir (Aru ve dig. 2019).
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Yapilan klinik oncesi c¢aligmalar, propolisin antioksidan ve antienflamatuar
aktivitesi sayesinde kalp hastaliklari, diyabet, hipertansiyon ve Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklar dahil olmak tizere gesitli kronik hastaliklarin tedavisinde
destekleyici oldugunu gostermistir. Propolis, akut ve kronik inflamasyonda dogal bir
antienflamatuar ajan olarak kullanim potansiyeline sahiptir. Ancak propolisin saglik
tizerine etkileri konusunda daha fazla klinik caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir

(Braakhuis 2019).
Propolisin Antikanser Aktivitesi

Propolisin en fazla arastirilan bilesiklerinden, CAPE ve Krisinin, hiicre
boliinmesi ve hiicre bilylimesini inhibe ederek veya apoptozu indiikleyerek kanser
hiicrelerine kars sitotoksik 6zelliklere sahip olabilecegi ¢ok sayida in vivo ve in vitro

caligmalar ile gosterilmistir (Sawicka ve dig. 2012).

Tiirk propolisinin antikanser aktivitesini farkli kanser hiicre hatlar1 kullanarak
degerlendiren ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Bu calismalarda insan prostat kanser
hiicre hatt1 (Barlak ve dig. 2011), insan meme kanseri hiicre hatt1 (Tartik ve dig.
2016; Vatansever ve dig. 2010) ve insan akciger kanseri hiicre hatti (Demir ve dig.
2016) kullanarak Tiirkiye’nin c¢esitli bolgelerinden toplanan propolislerin

antikanserojenik etkileri tespit edilmistir.

Ozdal ve dig. (2018) c¢alismasinda, Tiirk propolisi ekstraktlarinin
antiproliferatif ve proliferatif etkileri, iki farkli meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-
231, UACC-31999) ve iki normal hiicre hatti (fibroblastlar ve fare mezenkimal kok
hiicre hatlan) ile calisilmistir. Calisma sonuglarina gore, Tiirk propolisi, MDA-MB-
231 ve UACC-31999 meme kanseri hiicre hatlarinda anlamli derecede antiproliferatif
etki gostermistir. Ayrica Tiirk propolisinin hem fibroblastlar hem de fare mezenkimal

kok hiicreleri tizerinde proliferatif etkisi bulunmustur (Ozdal ve dig. 2018).

Kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyen ve normal hiicrelere karsi toksik
olmayan, dogal bir antikanser ajan olan TRAIL ile propolisin etanolik ekstrakti
(EEP), HeLa kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkisinin incelendigi
caligmada, 50 pg/mL EEP ve 100 ng/mL TRAIL'e maruziyetin ardindan apoptotik

hiicre yiizdesi %71,10 £1,16’ya yiikselmistir. Caligma sonuglar1 propolisin kanser
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hiicrelerinde TRAIL'e bagl sinyallesme yoluyla apoptotik hiicre Sliimiine neden

oldugunu gostermistir (Szliszka ve dig. 2009).

Radyoterapi alan meme kanseri hastalarinda propolis takviyesinin koruyucu
etkisini degerlendirmek i¢in yapilan bir klinik ¢alismada bir grup kadin hastaya
(n=45) sadece radyasyon tedavisi uygulanirken diger gruba (n=45) radyasyon
tedavisiyle birlikte propolis takviyesi verilmistir (Ebeid ve dig. 2016). Propolis
takviyesi radyoterapiden onceki 10 giin, radyoterapi sirasinda ve radyoterapiden
sonraki 10 giin, giinde 3 defa, 400 mg dozunda uygulanmistir. Calisma sonuglarina
gore propolis, radyasyon tedavisi alan meme kanseri hastalarinin periferik beyaz kan
hiicrelerinde radyasyona bagli DNA hasarmi 6nemli dl¢lide azaltmistir. Calisma
sonuclari, propolisin radyasyon kaynakli hasara karsi olasi koruyucu roliini

gostermektedir (Ebeid ve dig. 2016).
2.2. Epigenetik ve Kanser

Epigenetik, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin, DNA ile
baglantili protein komplekslerinin posttranslasyonel modifikasyonlar1 ile gen
ifadesinin diizenlenmesidir (Khan ve La Thangue 2012). Bu degisiklikler hiicreyi ya
da organizmayi dogrudan  etkilerken, = DNA  dizisinde  hi¢bir  degisim
gozlemlenmemektedir (Di Renzo ve dig. 2019). Insan viicudundaki biyolojik
fonksiyonlarin diizenli olarak isleyebilmesi, genetik ve epigenetik mekanizmalarin
birbirleriyle etkilesimine baglidir. Bu iki sistem arasindaki dengenin bozulmasi pek
¢ok hastaligin olusumuna neden olabilmektedir. Histon asetilasyonu ve DNA
metilasyonu gibi epigenetik modifikasyonlar, timér olusumunda ve kanserin

ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir (Sanaei ve Kavoosi 2019).

Baslica epigenetik degisiklikler; DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1
ve NCRNA aracili kromatin yeniden yapilanmasidir. Histonlarda meydana gelen
yaygin posttranslasyonel modifikasyonlar ise asetilasyon, fosforilasyon ve
metilasyondur (Tercan Avci 2010). Histon modifikasyonu, histon asetiltransferaz
(HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimleri arasindaki denge ile kontrol
edilmektedir (Singh ve dig. 2018).
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Tersinir bir posttranslasyonel modifikasyon olan histon asetilasyonu,
kromatinin yapisinda, fonksiyonunda ve dkaryotik gen ekspresyonunu diizenlemede
onemli bir role sahiptir (Sanaei ve Kavoosi 2019). Histon asetilasyonu HATlar ile

gergeklestirilirken, histon deasetilasyonu HDAC lar ile gergeklestirilmektedir.

HAT'lar, kofaktor asetil koenzim A'dan bir asetil parcasini transfer ederek
histonlar i¢indeki spesifik lizin aminoasitlerinin asetilasyonunu katalize etmektedir
(Lee ve Grant 2019). Histon proteinlerinin N terminalinde lizin rezidiilerinin
asetilasyonu pozitif yiikleri ortadan kaldirir, boylece histonlar ve DNA arasindaki
etkilesim azalir, transkripsiyonel agidan aktif bir kromatin yapisi (6kromatin) olusur.
Asetilasyon sayesinde RNA polimeraz ve transkripsiyon faktorlerinin promotor
bolgeye erisimi kolaylasir. Ancak HDAC’lar tarafindan katalize edilen
deasetilasyonda, kromatin yapi sikisip yogunlasir, transkripsiyonel agidan inaktif bir
kromatin yapisi (heterokromatin) olusur. HDAC’lar gen ekspresyonunun
baskilanmasma neden olurlar (Suganuma ve Workman 2011). Histon
asetilasyonunun HAT'lar ve HDAC'lar tarafindan diizenlenmesi Sekil 2.2°de
gosterilmektedir (Lee ve Grant 2019).

Bromodomain protein

Asetil Koenzim A Koenzim A

\H;_\y

>

Transkripsiyonel olarak inaktif Transkripsiyonel olarak aktif
"heterokromatin” "6kromatin”

Sekil 2.2. Histon asetilasyonunun HAT'lar ve HDAC'lar tarafindan diizenlenmesi.

Lee ve Grant (2019)’dan uyarlanmistir.
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Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu, kromatin katlama, DNA hasari
onarimi ve transkripsiyon dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel igslemler igin kritiktir.
HAT ve HDAC enzimlerinin aktiviteleri arasindaki dengesizlik, ¢esitli kanser tiirleri

ile iliskili bulunmustur (Kumar ve dig. 2015).
2.2.1. Histon Deasetilaz Enzimleri

Histon deasetilazlar (HDAC'lar), asetil gruplarin1 histonlardan ayiran ve

timoOr baskilayict  genlerin  ekspresyonunu diizenleyen bir grup enzimden

olugsmaktadir (Mottamal ve dig. 2015).

HDAC ailesi insanda, 18 enzimin bulundugu Zn*? bagimli (smif 1, II ve IV)
ve NAD* bagimli (sinif III) enzimlerden olusmaktadir. Sinif I, II ve IV, kofaktor
olarak bir ¢inko molekiilii gerektirirken, Sinif Il HDAC'lar Zn*? bagimsizdir ve
kofaktér olarak NAD™

siiflandirilmasi ve 6zellikleri Tablo 2.2°de verilmistir (Peserico ve Simone 2010).

cinko yerine gerektirirler. Histon deasetilazlarin

Tablo 2.2. Histon deasetilazlarin 6zellikleri. Peserico ve Simone (2010)’dan

alinmistir.
HDAC  Homo- Alt simf Enzim Kataliz Lokalizasyonu
Sinifi loji (Insan) mekanizmasi
(Maya)
Sinif Rpd3 HDAC1 Zn*2iyon Niikleus
HDAC2 bagimli
HDAC3
HDACS
Simf 11 Hdal  SiuflIla HDAC4 Zn*2iyon Niikleus/
HDAC5 bagiml sitoplazma
HDAC7
HDAC9
Sinif IIb HDACG6
HDAC10
Sif 111 Sir2, I SIRT1 NAD" bagiml Niikleus
Hstl SIRT2 Sitoplazma
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SIRT3 Mitokondri
I SIRT4 Mitokondri
Hst2, i SIRT5 Mitokondri
Hst3 v SIRT6 Niikleus
Hst4 SIRT7 Niikleus
Smif IV HOS3 HDAC11 Zn*?iyon Niikleus
bagimli

Yapilan son aragtirmalarda, HDAC enzim disfonksiyonlar1 ve degisen
asetilasyon seviyeleri birgok kanser tiiriiyle iligkili bulunmustur (Senese ve dig.
2007). Hem hematolojik hem de solid kanserlerde HDAC ifadesinin arttigi
bildirilmigtir. HDAC'lar karsinogenez ile iliskili anormal epigenetik durumlari
tersine ¢evirme potansiyelleri nedeniyle terapétik hedefler haline gelmistir (Sanaei ve
Kavoosi 2019). HDAC enzimlerini inhibe edebilen dogal ve sentetik bilesikler

tanimlanmastir.
2.2.2. Histon Deasetilaz Inhibitorleri ve Etki Mekanizmasi

HDAC inhibitorleri (HDACi), hem dogal hem de sentetik bilesiklerden
olusmaktadir ve yapilarina goére kisa zincirli yag asitleri, hidroksamik asitler,
benzamidler ve siklik peptidler olmak tizere dort gruba ayrilmaktadir (Brosch ve dig.
2008). HDAC inhibitorlerinden ilk olarak n-biitirat, ardindan trapoksin A ve
trikostatin A (TSA) karakterize edilmistir (Sanaei ve Kavoosi 2019).

Yapilan calismalarda HDACi’lerin, kanser hiicrelerinde hiicre dongiisi
durmasini aktive ederek, hiicre farklilasmasi, apoptoz ve otofajiyi indiikleyerek
antitimor etki gosterebildigi kanitlanmistir (Singh ve dig. 2018). Ayrica histon
deasetilaz inhibitorleri, ¢ekirdekte asetillenmis histon seviyelerini arttirarak kanserli
hiicrede susturulan diizenleyici genlerin ekspresyonunu yeniden baslatir (Bassett ve
Barnett 2014). HDACi'lerin kanser hiicresi iizerinde ¢oklu etki mekanizmalari
Sekil 2.3'te gosterilmektedir (Sanaei ve Kavoosi 2019). HDACI'lerin antikanser etki
mekanizmas1 kanserin tipine, evresine, bireye ve diger bazi faktorlere gore

degismektedir (Kretsovali ve dig. 2012).
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HDAC inhibitorleri
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Sekil 2.3. Histon deasetilaz inhibitdrleri tarafindan aktive edilen ¢oklu antitimor
yolaklari. Sanaei ve Kavoosi (2019)’dan uyarlanmistir. Kanser hiicrelerinde hiicre
dongiisiiniin durmasi, otofaji ve apoptoz indiiksiyonu, DNA hasar1 onarimi, ROS
tretimi, anti-anjiyogenez etki ve mitotik hiicre Oliimii, kanser hiicrelerinde

HDAC:I lerin etkisiyle aktive edilir.

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan HDACi olarak vorinostat
(SAHA), romidepsin, belinostat ve panobinostat bilesikleri sirasiyla 2006, 2009,
2014 ve 2015 yillarinda onaylanmistir. FDA onayli HDACi ler, ¢esitli kanser
tirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Birden fazla dogal ve sentetik kokenli
bilesigin HDACI etkinliginin ve yan etkilerinin degerlendirilmesi igin de klinik
aragtirmalar stirdiriilmektedir (Singh ve dig. 2018). Cesitli HDACi'lerin kimyasal
yapisi Sekil 2.4’te yer almaktadir (Sanaei ve Kavoosi 2019).
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Sekil 2.4. Cesitli histon deasetilaz inhibitorlerinin kimyasal yapisi. Sanaei ve

Kavoosi (2019)’dan uyarlanmistir.

Biitirik Asit

Biitirik asit 1978’de HDAC inhibitorii olarak kesfedilen ilk bilesiktir. Kalin

bagirsakta diyet liflerinin fermentasyonu sirasinda olusan kisa zincirli bir yag asidi

olan biitirik asidin smif 1 ve smif Ila HDAC'lar1 inhibe ettigi tespit edilmistir

(Gallinari ve dig. 2007).
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Valproik Asit

Antikonviilsan ilag olarak kullanilan valproik asit (VPA), biitirik aside benzer sekilde
smif 1 ve smif Ila HDAC’lar1 yarismali olarak inhibe edebilmektedir. Her iki
bilesigin de HDAC inhibitor etkileri nispeten zayif bulunmustur (Folmer ve dig.
2010).

Vorinostat (SAHA)

Vorinostat (SAHA), 2006’da FDA tarafindan onaylanan ilk pan-HDAC
inhibitoriidiir. SAHA, tek basina veya paklitaksel ile kombine halde, kutandz T
hiicreli lenfoma (CTCL) da dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Gallinari ve dig. 2007).  Vorinostatin diisiik mikromolar
konsantrasyonlarda ¢ok c¢esitli hiicre hatlarinda farklilasmay1 sagladigi, hiicre
bliylimesini durdurdugu ve/veya apoptozu indiikledigi c¢esitli calismalarla

gosterilmigtir. Vorinostat, nanomolar konsantrasyonlarda hem simif I HDAC hem de

siif [ HDAC'lar1 inhibe edebilmektedir (Kelly ve Marks 2005).
Romidepsin

Siklik tetrapeptid tiirevi romidepsin, periferik T hiicre lenfoma (PTCL)
tedavisi icin 2009 yilinda, kutandz T hiicreli lenfoma (CTCL) tedavisi i¢in 2011
yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (Basset ve Barnett 2014). Chromobacterium
violaceum bakterisinden elde edilen romidepsin (depsipeptit) yari-maksimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (IC50) sirasiyla HDAC1 (IC50 = 36 nM), HDAC?2
(IC50 = 47 nM) ve HDAC4 (IC50 = 510 nM) olan simif I HDAC’larin giiglii ve
secici inhibitoriidiir (Furumai ve dig. 2001). Romidepsinin hiicre dongiisii ve
kromatin yapisi iizerinde etkiye sahip oldugu ve asetillenmis histonlarin birikimine

neden oldugu gosterilmistir (Whittaker ve dig. 2006).
Belinostat

Hidroksamat tiirevi belinostat, 2014 yilinda periferik T hiicre lenfoma
(PTCL) tedavisi i¢in FDA onay1 almistir. Sinif I ve II HDAC'larin aktivitesini inhibe
edici etkiye sahiptir. Glinimiizde belinostatin, kutanéz T hiicreli lenfoma (CTCL),
multipl miyelom ve fallop tiipti kanseri dahil solid tiimérlerin tedavisinde etkinligi

15'ten fazla klinik ¢aligmada arastirilmaktadir (Losson ve dig. 2016).
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Panobinostat

Panobinostat, smif I, II ve IV HDAC'lar i¢in inhibitor etkiye sahip bir
hidroksamat tiirevidir. 2015 yilinda multipl miyelomlarin tedavisi igin FDA
tarafindan onay almistir (Singh ve dig. 2018). Panobinostat, kutanéz T hiicreli
lenfoma (CTCL), akut miyeloid 16semi (AML), tiroid karsinomu, Hodgkin lenfoma,
kolorektal ve prostat kanserleri gibi ¢esitli kanser tiirlerini tedavisinde

kullanilmaktadir (Losson ve dig. 2016).
2.2.3. Dogal HDAC Inhibitorleri

Epidemiyolojik  caligmalar tam tahillarin, sebze ve meyvelerin,
mikroorganizmalarin tiirettigi biyoaktif bilesenlerin ve yag asitlerinin baz1 kanser
tiirlerine ve diger hastaliklara kars1 koruma saglayabilecegini 6ne stirmektedir (Miller
ve Snyder 2012; Ivey ve dig. 2017). Besinlerde bulunan biyoaktif gida bilesenlerinin
epigenetik mekanizmalar yoluyla gen ekspresyonlarimi etkileyebildigi yapilan
calismalarla gosterilmistir (Di Renzo ve dig. 2019). Bu bilesenlerin koruyucu
etkisinin ise HDAC aktivitesini baskilayarak gerceklestirdigi diisiiniilmektedir
(Bassett ve Barnett 2014).

Fenolikler, tetrapeptidler, terpenoidler, alkaloidler ve hidroksamik asit gibi
bitki ve mantar kokenli veya aktinomisetlerin olusturdugu dogal bilesiklerin HDAC
inhibe edici potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Diyetimizde bulunan
HDAC ’lerden bazilari; iiziim, yesil ¢ay, domates, patates ve soganda yiiksek
miktarda bulunan kaempferol, {iziim, kirmiz1 sarap, yaban mersini ve yer fistiginda
bulunan resveratrol, sarimsakta bulunan dialil disiilfir, brokoli ve brokoli
filizlerinden elde edilen siilforafan, zencefilde bulunan zerumbone ve sarap ve
sirkede bulunan sinapinik asittir (Singh ve dig. 2018). Dogal olarak bulunan
HDACI'lerden bazilarimin kimyasal yapisi ve kaynaklar1 Sekil 2.5’te yer almaktadir
(Mottamal ve dig. 2015).
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Sekil 2.5. Dogal HDAC inhibitdrlerinden bazilar1 ve kaynaklari. Mottamal ve dig.
(2015)’ten uyarlanmastir.

Trikostatin A (TSA)

Streptomyces hygroscopicus'tan izole edilen bir hidroksamat tiirevi olan
trikostatin A, ilk dogal HDAC inhibitoriidiir. Baglangicta antifungal bir bilesik olarak
tanimlanan TSA’nin, 1990’larin baslarinda HDAC inhibitor aktivitesi kesfedilmistir
(Witt ve Lindemann 2009). TSA, diger HDAC inhibitorleriyle karsilastirildiginda
siklikla pozitif kontrol ve referans olarak kullanilmaktadir ve giinlimiizde en gii¢li

HDAC inhibitorlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Ying ve dig. 2008).
Siilforafan (SFN)

Izotiyosiyanat siilforafan (SFN), brokoli filizi, brokoli ve diger turpgillerde
bulunmaktadir. Kendisi inaktif olan siilforafan (4-metilsiilfinilbiitil izotiyosiyanat),
once stlfiirofan-glutatyona (SFNGSH) ve ardindan sinif I HDAC'leri giiglii bir
sekilde inhibe edebilen siilforofan-sisteine (SFN-Cys) metabolize edilir.

Siilforafanlarm, in vivo ¢alismalarla prostat kanserinde antikanser aktiviteye sahip
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oldugu bildirilmistir (Akone ve dig. 2020). Myzak ve arkadaslar1 (2004) tarafindan,
stilforafanin, HDAC aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica siilforafanin,
HCT116 insan kolorektal kanser hiicrelerinde histon asetilasyonunu arttirarak
antikanser aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Myzak ve dig. 2004). Son
yapilan c¢aligmalarda, siilforafanlarmn HDAC2 (IC50=36 uM) ve HDAC9’u
(IC50=0,6 uM) segici olarak inhibe ettigi bildirilmistir (Choi ve dig. 2018).

Diallil Disiulfiir (DADS)

Dialil distilfir (DADS), sogan, sarimsak, yesil sogan ve pirasa gibi Allium
cinsi bitkilerden salgilanan organosiilfiir bilesikleridir (Bae ve dig. 2019). DADS'nin,
cesitli kanser hiicresi hatlarinda, hiicre dongiisiiniin  durdurulmasini, hiicre
farklilasmasini ve apoptozu indiikledigi tespit edilmistir (Herman Antosiewicz ve
Singh 2004). Alil merkaptan ise alil sistein siilfoksit, dialil distilfiir gibi organosiilfiir
bilesiklerin son metabolitidir. Alil merkaptanin 25-200 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda smif I histon deasetilaz enzimi olan HDACS'i yarigmali bir
sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (Folmer ve dig. 2010). DADS’nin insan 16semi,
akciger kanseri ve meme kanserinde H4'lin histon asetilasyonunda asir1 artisa neden
olarak, kaspaz-3'in aktivasyonunu ve Bcl2, BAX ve Bcl-xL gibi antiapoptotik
proteinlerin modiilasyonunu indiikledigi gosterilmistir (Herman Antosiewiczand ve
Singh 2004). Ayrica, insan akut miyeloid 16semi HL-60 hiicrelerinde ve kolon
kanseri hiicrelerinde yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda diallil disiilfiiriin timor
baskilayici p21 WAFI ekspresyonunda artisa neden oldugu gosterilmistir (Akone ve
dig. 2020).

Apicidin

Fusarium pallidoroseum'dan izole edilen apicidin, genis spektrumlu
antiprotozoal aktiviteye sahiptir. Yapilan calismalarda apicidinin giigli HDAC
inhibitdr etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Darkin-Rattray ve dig. 1996).
Apicidin A ve DI, nanomolar konsantrasyonlarda simif I HDAC 2, 3 ve 8'in segici
inhibitoriidiir. Ayrica apicidinin insan endometriyal ve yumurtalik kanserinin

proliferasyonunu giiclii bir sekilde inhibe ettigi ve sinif [la HDAC 4 ve 7°de inhibitor
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Folmer ve dig. 2010; Akone ve dig. 2020).
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2.2.4. Propolisin HDAC Inhibitér Etkisi

Yapilan ¢aligmalar ile propolisin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
uygulamasinin HDAC inhibisyonu yaparak antikanser etki gosterdigi kanitlanmistir
(Sun ve dig. 2012; Ishiai ve dig. 2014; Pal-Bhadra ve dig. 2012; Omene ve dig.
2013; Huang ve dig. 2011).

Ishiai ve dig. (2014) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada Brezilya propolisinin
HDAC inhibe edici etkisi ve fare noroblastoma (Neuro2a) hiicrelerinde antitiimor
etkisi ile iliskisi arastirllmistir. Brezilya propolisinin (BPE) etanolik oziitiiniin
HDAC enzim aktivitesine etkisi in vitro olarak degerlendirilmis ve BPE’ nin sinif |
HDAC enzim aktivitesini dogrudan inhibe ettigi gosterilmistir. Ardindan, BPE
tedavisinin, fare noroblastoma (Neuro2a) hiicrelerinde hiicre i¢i histon
asetilasyonuna etkisini incelemek i¢in hiicreler, 6 saat boyunca 100 ve 200 pg/mL
dozlarinda BPE ile muamele edilmistir. Hiicre ic¢i histon asetilasyon seviyesi
ol¢iildiigiinde, 200 ug/mL dozunda BPE muamelesi, kontrole kiyasla rolatif
asetilasyonu onemli dlglide arttirmistir. Sonug olarak, BPE, Sinif I HDAC enzim
aktivitesini inhibe etmistir ve Neuro2a hiicrelerinde hiicresel histon asetilasyonunu

arttirmistir (Ishiai ve dig. 2014).

Yapilan caligmalarda propolisin yani sira propolisin igeriginde bulunan

biyoaktif bilesenlerinden krisin ve CAPE’nin de HDAC: etkileri aragtirilmistir.

Krisinin HDAC: etkilerinin arastirildigi Sun ve dig. (2012) ¢alismasinda Cin
propolisinin igeriginde bulunan aktif antikanser bilesenlerin tespit edilmesi i¢in 9
farkli bolgeden propolis drnekleri toplanarak kimyasal bilesenleri analiz edilmistir.
Propolisin kanser hiicre hatt1 olan insan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine
uygulandigi ¢alismada, giiclii antikanser bilesigi krisin yiiksek miktarda tespit
edilmistir. Enzimatik aktivite analizlerinden elde edilen sonuglar, krisinin
maksimum etkisinin %50’sini olusturmasi i¢in gereken konsantrasyonda (EC50=
40.2 uM) uygulandiginda, HDACS enzimatik aktivitesini belirgin sekilde inhibe
eden bir histon deasetilaz inhibitorii oldugunu gostermistir. Bir ksenograft hayvan
modelinde, giinliik 90 mg/kg oral krisin uygulamasinin tiimor biiylimesinin 6nemli

dlciide inhibe ettigi gozlemlenmistir. /n vitro analizler krisinin hiicre biiyiimesini
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onemli Olcilide baskiladigini ve kanser hiicre hatt1 olan MDA-MB-231 hiicrelerinde
farklilasmay1 uyardigimi gosterirken, in vivo c¢aligmalarla, krisinin timdor
bliylimesini O6nemli Ol¢lide inhibe edebilen bir HDACS inhibitérii oldugunu

kanitlanmigtir (Sun ve dig. 2012).

Pal-Bhadra ve dig. (2012) ¢alismasinda krisinin HDACI etkisini tespit etmek
icin kanser hiicre hatti olan insan malign melanoma (A375) hiicrelerinin krisin
(40uM) ve TSA (4 uM) ile in vitro kosullarda 24 saat muamelesinin ardindan A375
hiicre hattindan elde edilen hiicresel lizatlar ile bir dizi western blot analizi
gergeklestirilmistir. HDAC2 ve HDACS protein seviyesinde ve enzim aktivitesinde
azalma saptanarak krisinin HDAC2 ve HDACS inhibitorii oldugu tespit edilmistir.
Ayrica krisin ile muamele edilen A375 hiicrelerinin, H3 ve H4 histonlarinda
asetilasyonun arttig1 saptanmustir. Ozellikle p21 promotdr bolgesinde asetilasyon ve
metilasyon gibi histon modifikasyonlarina neden olarak tiimor baskilayict p2 1 WAFI
ekspresyonunda artisa neden olmustur. Ayrica krisinin, kaspaz-3 protein
seviyelerinde artisa ve Becl-xL, survivin gibi NF-kB bagimli genlerin protein
seviyelerinde azalmaya neden olarak apoptozu indiikledigi tespit edilmistir (Pal-

Bhadra ve dig. 2012).

Propolis ve en ¢ok arastirilan aktif bilesenlerinden CAPE'nin kullanildigi bir
calismada insan meme kanseri (MDA-MB-231, MCF-7 ve SKBR3) hiicre hatlarinda
hem propolisin hem de CAPE’nin onkogenlerin ve tiimor baskilayic1 genlerin
aktivitelerini diizenleyen bir histon deasetilaz inhibitorii oldugu tespit edilmistir.
CAPE veya propolis ile in vitro kosullarda 24 saat muamele edilen MCF-7 ve
MDA-231 hiicrelerinden elde edilen lizatlarda histon proteinlerinin asetilasyonunda
asir1 artis gosterilmistir. Saglikli goniillilerde CAPE igerigi standardize edilen
propolis ile 3 haftalik oral miidahalenin ardindan alinan periferik kan mononiikleer
hiicrelerinden (PBMC) elde edilen protein lizatlarinda da benzer sekilde H3 histon
proteinlerinin asetilasyonunda asir1 artis saptanmistir. Calisma sonuglart CAPE’nin
bilesik olarak etkilerinden ziyade CAPE miktar1 standardize edilen propolisin
HDAC: etkisinin daha fazla oldugunu gostermistir. Bu sonucun propolisin CAPEin
epigenetik etkilerini tamamlayabilen c¢esitli bilesenlere sahip olmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Omene ve dig. 2013).
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Huang ve dig. (2011) ¢alismasinda, Tayvan yesil propolisinden (TGP) izole
edilen ve HDAC: etkiye sahip oldugu kanitlanan propolin G'nin yar1 sentez yoluyla
elde ettikleri NBM-HD-1 bilesigini, yeni bir HDAC inhibitorii olarak tanimlamustir.
NBM-HD-1, insan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve si¢an
glioma hiicrelerinde (C6) kanser hiicrelerinin biliylimesini baskilayan giiglii bir
HDAC inhibitoriidiir. NBM-HD-1 ayrica histon asetilasyonunu arttirmig, HDAC
enzim aktivitesini inhibe ederek hiicre dongiisiini kontrol eden gen

ekspresyonlarinda degisikliklere neden olmustur (Huang ve dig. 2011).

Ohashi ve dig. (2017) calismasinda ise propolisin biyoaktif bileseni
CAPE’nin normal insan hiicre hattinda HDACi etkisi arastirilmistir. Calismada
CAPE’nin normal hiicre hatt1 olan insan retina endotel hiicrelerinde (HREC) hiicre
dist siliperoksit dismutaz (SOD3) promotor bolgesindeki histon asetilasyonunu

arttirarak HDAC:i etki gosterdigi tespit edilmistir (Ohashi ve dig. 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi finansal olarak Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan (Proje no: NKUBAP.23.YL.21.294)

lisansiistii tez projelerini destekleme programi kapsaminda desteklenmistir.

Hiicre Kkiiltiiriinii iceren deneysel uygulamalar Tekirdag Namik Kemal
Universitesi  Beslenme ve Diyetetik  Anabilim  Dali  laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Protein miktar tayini ve HDAC aktivite tayini ise Tekirdag
Namik Kemal Universitesi, Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde (NABILTEM) gerceklestirilmistir.

Tez galismasinda insan normal embriyonik bobrek (HEK 293T) hiicre soyu
ve insan serviks kanseri (HeLa) hiicre soyunda propolis miidahalesinin HDAC
aktivitesi tayini i¢in Oncelikle hiicreler c¢ogaltilmistir. Ticari formdaki propolis
ekstreleri filtre edildikten sonra hassas tart1 ile dl¢timleri yapilarak, saf propolis
miktarlart mg/mL cinsinden hesaplanmistir. Hiicrelerin ortalama %350’sinin 6liimiine
neden olan dozlarm (LD50) belirlenmesi ig¢in tripan mavisi boyama yontemi
kullanilmistir. Propolislerin LD50 dozlar ile 24 saat muamele edilen hiicrelerden
protein lizatlart NETN lizis yontemi ile elde edilmistir. Hiicre kiiltiiriinden elde
edilen hiicre lizatlarinin protein miktar tayini i¢in ise Bradford Protein Test Kiti
(Pierce™ Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit Catalog no: 23200) kullanilmistir.
Protein miktarlar1 belirlenen hiicre lizatlarinin histon deasetilaz (HDAC) enzim
aktivitesini belirlemek i¢in kolorimetrik HDAC Aktivite Test Kiti (BioVision,
HDAC Activity Colorimetric Assay Kit, Catalog no: K331) kullanilmustir.

3.1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari TNKU Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dali
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Hiicre kiiltlirii calismalarinda biyogiivenlik
kabini kullanilarak, ¢alisma Oncesinde ve sonrasinda kabin %70’lik etanol ile

temizlenmistir. Ayrica kabin her ¢alisma sonunda UV 1sik ile sterilize edilmistir.

Calismada oOnceki deneylerde kullanilmak tizere ATCC (American Type

Culture Colection) firmasindan temin edilen ve ¢ogaltilip -80° C’de muhafaza edilen
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embriyonik bobrek (HEK293T) hiicre hatt1 ve insan serviks kanser (HelLa) hiicre
hatt1 kullanilmastir.

3.2. Kullanilan Propolis Ekstrelerinin Ozellikleri

Calismada kullanilan propolisler, Tiirkiye’de piyasadan toplanan iki farkli

firmanin suda ¢6ziinen ticari formdaki tirtinleridir.

Propolis-1: Tiirkiye’den toplanan propolislerden elde edilen, su bazli, %10 saf
propolis igerigine sahip propolis eckstresidir. Tablo 3.1’de verilen Propolis-1

ekstresinin igerik analiz sonuglar {irliniin web sitesinden alinmistir.

Tablo 3.1. Propolis-1 ekstresinin igerigi.

Parametre Analiz Metodu Sonug¢ Birim
Toplam Fenolik Igerigi KK-P01/T17, 40 mg GAE/mL
Folin ciocalteu

Toplam Flavanoid Icerigi KK-P01/T18, 38 mg KE/mL

Aliiminyum Klortir

Antioksidan Kapasite KK-P01/T16, 1222 mg TE/mL
CUPRAC
p- Hidroksibenzoik asit LC-MSMS 89,4 mg/L
Epikatesin LC-MSMS 176,2 mg/L
Kafeik asit LC-MSMS 603,9 mg/L
p-Kumarik asit LC-MSMS 226,0 mg/L
Ferulik asit LC-MSMS 640,9 mg/L
Resveratrol LC-MSMS 20,3 mg/L
Luteolin LC-MSMS 25 mg/L
Kuersetin LC-MSMS 103,4 mg/L
t-Sinnamik asit LC-MSMS 49,6 mg/L
Apigenin LC-MSMS 298,2 mg/L
Hesperetin LC-MSMS 249,3 mg/L
Ramnetin LC-MSMS 225,3 mg/L
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Krisin LC-MSMS 3215,6 mg/L
Pinosembrin LC-MSMS 641,3 mg/L
Kafeik asit fenil ester LC-MSMS 7081,9 mg/L
(CAPE)

Propolis-2: Tiirkiye’den toplanan propolislerden elde edilen, su bazli, %6,67
saf propolis igerigine sahip propolis ekstresidir. Tablo 3.2’de verilen Propolis-2

ekstresinin igerik analiz sonuglar {irliniin web sitesinden alinmistir.

Tablo 3.2. Propolis-2 ekstresinin igerigi.

Parametre Analiz Metodu Sonu¢ Birim
Toplam Fenolik Madde Spektrofotometrik 17.063 mg GAE/kg
Kafeik asit LC-MSMS 602,2 mg/kg
p-Kumarik asit LC-MSMS 343,6 mg/kg
Ferulik asit LC-MSMS 300,5 mg/kg
3,4-Dimetoksi Sinnamik asit LC-MSMS 814,6 mg/kg
t-Sinnamik asit LC-MSMS 324,3 mg/kg
Pinobanksin LC-MSMS 1879,1 mg/kg
Mirisetin LC-MSMS 29,70 mg/kg
Naringenin LC-MSMS 262,5 mg/kg
Luteolin LC-MSMS 34,5 mg/kg
Kaempferol LC-MSMS 33,00 mg/kg
Apigenin LC-MSMS 206,7 mg/kg
Pinosembrin LC-MSMS 1501,5 mg/kg
Kafeik asit fenil ester (CAPE) LC-MSMS 1052,6 mg/kg
Krisin LC-MSMS 1051,7 mg/kg
Galangin LC-MSMS 1226,1 mg/kg
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3.3. Hiicre Soylarinin Eldesi ve Kiiltiirii

1. -80°C stoklarda kriyovial i¢cinde donmus olarak muhafaza edilen HelLa ve
HEK293T hiicrelerinin 37 °C su banyosunda 5 dakika bekletilerek tamamen

¢Oziinmesi saglanmistir.

2. Hiicreler (1 mL) steril 15 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak {izerine L-
Glutamin igeren DMEM besiyeri, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve
%1 penisilin + streptomisin antibiyotik ¢ozeltisi ilave edilmistir ve toplam

hacim 10 mL’ye tamamlanmuigtir.
3. Hiicre siispansiyonlar1 4 °C’de 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

4. Ardindan siipernatant uzaklastirilarak tiiplere 1’er mL taze besiyeri ilave
edilmistir. Hafif pipetaj ile hiicre pelletleri ¢oziindiiriilerek T25 hiicre kiiltiiri
kaplarina ekimi yapilmistir. Hiicreler %5 CO2, 37 °C’de hiicre inkiibatoriinde
biliylimeye birakilmistir.

5. Hiicre kiiltiirlerinin canliliklar1 ve ¢ogalmalart diizenli olarak takip edilerek 2-
3 giinde bir besiyeri degisimleri yapilmistir. Hiicreler flask yiizeyinin %80-

90’11 kapladiginda pasajlanarak kiilttirlerin devamliligi saglanmistir.
3.4. Propolis Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Calismada eczanelerden temin edilen ticari formdaki su bazli Propolis-1 ve
Propolis-2 ekstreleri kullanilmistir. ilk olarak Propolis-1 ve Propolis-2 su bazli
ekstreleri steril kosullarda 0,22 mikron filtre ile filtrelenmistir. Propolisler filtre
edildikten sonra hassas tart1 ile dl¢timleri yapilarak, saf propolis miktarlart mg/mL
cinsinden hesaplanmistir. Propolis-1’in saf propolis miktar1 117 mg/mL, Propolis-
2’nin saf propolis miktar1 ise 30 mg/mL olarak hesaplanmistir. Hiicre kiiltiiriine
propolis uygulamalarin1 rahat yapabilmek igin Propolis-1 ekstresi 40 kat, Propolis-2
ekstresi 10 kat ddH20 ile seyreltilmistir.

HEK293T ve HelLa hiicrelerinde propolislerin LD50 dozunun belirlenmesi

icin kullanilacak propolis hacimleri agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

C1(ng/mL) x V1 (uL) = C2 (ug/mL) X V2 (uL)
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3.5. Propolislerin LD50 Degerlerinin Belirlenmesi

Calismada TP igin HeLLa ve HEK293T hiicrelerinin %50’sinin 6liimiine neden

olan dozlarin belirlenmesinde tripan mavi boyamasi yontemi kullanilmustir.

3.5.1. Kullanilan Malzemeler

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1
DMEM besiyeri

Tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4)
Hemositometre (Neubauer lami)
Invert mikroskop
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi

PBS

Plastik santrifiij tiipti (1,5 mL)

VvV V.V V V V VYV V

3.5.2. Uygulanan Islemler

HeLa ve HEK293T hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kabina, her bir kuyuda
200 pL besiyeri igerisinde 20.000 hiicre olacak sekilde duplike ekimi yapilarak
hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin sonunda Kkiiltiir kabi
inkiibatorden alinarak besi ortami uzaklastirilmis ve 200 pL taze besiyeri her bir

kuyuya ilave edilmistir.

e HEK293T hiicre hattina uygulanacak her iki propolis ekstresi i¢in de final
konsantrasyonlar1 25, 50, 100, 200, 500 pg/mL olacak sekilde uygun hacimde

propolis miidahaleleri yapilmistir. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

e HelLa hiicre hattina uygulanacak her iki propolis ekstresi igin de final
konsantrasyonlari 25, 50, 100, 200, 500 pg/mL olacak sekilde uygun hacimde

propolis miidahaleleri yapilmistir. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

24 saatin sonunda propolisler ile muamele edilen HeLa ve HEK293T
hiicrelerine tripan mavi boyamas: yapilmistir. Tripan mavisi uygulama prosediirii

Sekil 3.1°de yer almaktadir.
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3.5.3. Tripan Mavisi Boyama Prosediirii

1. Oncelikle kiiltiir kabindaki besi ortam1 uzaklastirilarak hiicreler 20 pL tripsin-
EDTA ile toplanmustir ve plastik santrifiij tiipiine aktarilmistir.

2. Hiicre siispansiyona 50 uL PBS ve 4 plL tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4)
eklenmis, pipetaj yapilarak karigtirilmistir ve 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir.

3. Hiicre siispansiyonu Neubauer lamina (hemositometre) yerlestirilmistir.

4. Hiicre sayimi, invert mikroskop ile boya almamis, parlak ve renksiz canh
hiicreler ve toplam hiicre sayisi tespit edilerek gergeklestirilmistir.

5. Canli hiicrelerin yiizdesi (%); boya almamis hiicre sayisinin toplam hiicre

sayisina boliinerek, 100 ile ¢arpilmasiyla hesaplanmistir (Freshney, 2015).

Hiicre siispansiyonu santrifij edilir, stipernatant atilir.

Slpernatant

Hiicre pelleti

Hucre pelleti PBS iginde tekrar siispanse edilir, tripan mavisi eklenir ve karigtirilir.

) 4/ PBS Ti
\ / \\“ ripan mavisi
‘ ‘ »

. =) Inkiibasyon
‘\‘ o4 Reslispanse -

\

\\/ hicreler \\ /

Adim 3 Ornek hemositometreye koyulur ve hiicre canliligi mikroskop altinda incelenir.

7

Hemositometre \/

Q /‘ )(— Canli hiicre
/ LS (boya almayan)
/ N :

—

o Cansiz hiicre
> < (boya alan)
o a2,
D . ">

Sekil 3.1. Tripan mavisi boyama prosediirii.
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LD50 deger araliklar1 tahmini olarak belirlendikten sonra yeni

konsantrasyonlar belirlenerek deney tekrarlanmaistir.

HEK293T hiicre hattina  uygulanacak  Propolis-1  ekstresi  i¢in
konsantrasyonlar 10, 25, 50, 75, 100, 150 pg/mL olacak sekilde uygun
hacimde propolis miidahaleleri yapilmistir.

HEK293T  hiicre hattina  uygulanacak  Propolis-2  ekstresi i¢in
konsantrasyonlar 10, 25, 50, 75, 100, 150 pg/mL olacak sekilde uygun
hacimde propolis miidahaleleri yapilmistir.

HeLa hiicre hattina uygulanacak Propolis-1 ekstresi i¢in konsantrasyonlar
25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL olacak sekilde uygun hacimde propolis
miidahaleleri yapilmaistir.

HeLa hiicre hattina uygulanacak Propolis-2 ekstresi i¢in konsantrasyonlar
50, 100, 150, 200, 250, 300 pg/mL olacak sekilde uygun hacimde propolis

miidahaleleri yapilmaistir.

Propolis miidahaleleri ardindan hiicreler 37°C’de %5 CO2’li ortamda 24 saat

inkiibasyona birakilmistir.

24 saatin sonunda HeLa ve HEK293T hiicrelerine tripan mavi boyamasi

yapilarak Propolis-1 ve Propolis-2 ekstrelerinin tespit edilen LD50 degerleri Tablo

4.1’de yer almaktadir.

3.6. Hiicresel Lizat Eldesi

V V.V V V V VY V

3.6.1. Kullanilan Malzemeler

NETN lizis tamponu

100X Halt Proteaz Fosfataz Inhibitdrii
PBS

Hiicre kiiltiir kab1 (100 mm)

DMEM besiyeri

Plastik santrifiij tiipleri (15 mL)
Plastik santrifiij tiipleri (1,5 mL)

Sogutmali santrifiij
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Buz
Tripsin- EDTA ¢ozeltisi
Ayarlanabilir otomatik pipet

Y V VYV V

Steril pipet uglari
3.6.2. Kullanilan Soliisyonlar ve icerikleri

Tablo 3.3. NETN lizis tamponu igerigi.

Stok Kullanilan Miktar Final Konsantrasyon
5 M NaCl SmL 250 mM
0.5M EDTA, pH 8.0 1mL 5 mM
1 M Tris-HCI, pH 8.0 5mL 50 mM
NP-40 (IGEPAL CA-630) 0.5mL 0.5%
ddH:0 88.5 mL

Tablo 3.4. Kullanilan NETN lizis tamponu inhibitorleri.

Stok Hacim Final Konsantrasyon
NETN Lizis Tamponu 10 mL -
100X Halt Proteaz 0.1 mL 1X

Fosfataz Inhibitori

Tablo 3.5. PBS tamponu igerigi.

Icerikler Kullanilan Miktar Final Konsantrasyon
NaCl 8.0¢ 137 mM
KCI 0.20¢ 2.7mM
NaH2PO4 0.23¢ 1.9 mM
Na2HPO4 0.12¢g 0.8 mM

ddH.0 1L
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3.6.3. Deneyin Yapihisi

Deney gruplari; kontrol grubu, Propolis-1 ile miidahale grubu, Propolis-2 ile

miidahale grubu ve VPA ile miidahale grubu (pozitif kontrol) olarak planlanmstir.

HEK293T hiicreleri (1 mL) 100 mm’lik hiicre kiiltiir kabina ekilerek 5 mL

zenginlestirilmis DMEM besiyeri ilave edilmis ve toplam hacim 6 mL’ye

tamamlanmistir. Her deney grubu igin HEK293T hiicrelerinin 100 mm’lik hiicre

kiltirii kaplarina duplike ekimi gerceklestirilerek toplam 8 adet kiiltiir kab1 elde

edilmistir.

HeLa hiicreleri (1 mL) 100 mm’lik hiicre kiiltiir kab1 kabina ekilerek 5 mL

zenginlestirilmis DMEM besiyeri ilave edilmis ve toplam hacim 6 mL’ye

tamamlanmistir. Her deney grubu icin HeLa hiicrelerinin 100 mm’lik hiicre kiiltiirii

kaplarina duplike ekimi gergeklestirilerek toplam 8 adet kiiltiir kab1 elde edilmistir.

1.

Hiicrelerin  kiiltiir kaplarinin  yiizeyini  %80-90 kapladigina deneye
baslanmigtir. Kiiltiir kaplarinin igerikleri aspire edilerek her birine 6 mL
zenginlestirilmis DMEM besiyeri ilave edilmistir.

Deney gruplarina uygulanacak dozlar, propolisler i¢cin LD50 degerleri goz
oniine alinarak hesaplanmistir. VPA dozu i¢in yapilan literatlir taramasi
sonucunda toksik olmayan ve HDAC inhibitor etkisinin en yiiksek oldugu 0,5
MM konsantrasyonda kullanimina karar verilmistir.

Hiicrelerin belirlenen konsantrasyonlarda Propolis-1, Propolis-2 ve VPA ile
24 saat muamelesi sonunda protein tayini i¢in, hiicreler 100 mm kiltiir
kaplarindan 15 mL steril santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

Hiicre siispansiyonlar1 +4°C’de 8000 X g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Her bir kiiltiir kabina 1 mL soguk PBS ilave edilmistir ve hiicre yiizeyleri
hafifce yikanmigtir. PBS aspire edilerek hiicrelerin yilizeyden tamamen
ayrilmasi i¢in 1 mL tripsin-EDTA ilave edilmistir ve hiicreler 37°C’de %5
CO2’li ortamda 5 dakika inkiibe edilmistir.

Her bir kiiltiir kabi inverted mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin
yiizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol edilmistir. Kiiltiir kaplarina hafifce

vurarak ylizeyde tutunan hiicrelerin kalkmasi saglanmistir.
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7. Kiiltiir kaplarina 2 mL soguk PBS ilave edilerek hiicreler 15 mL’lik santrifiij
tiiplerine toplanmustir.

8. Hiicre siispansiyonlari, 15 mL santrifiij tiiplerinden 1,5 mL plastik santrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Stispansiyona 300 pL NETN lizis tamponu ilave
edilmistir. Hiicre pelleti hafif pipetaj ile homojen hale getirilmistir.

9. Hiicre lizatlar1 karanlikta, buzun iizerinde 30 dakika bekletilmigtir. Siire
bitiminde soliisyonlar +4 °C’ de 13.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
10. Stipernatantlar steril 1,5 mL’lik plastik santrifiij tiiplerine toplanarak protein

miktar tayini yapilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Tiim deney

asamalar1 buz lizerinde gergeklestirilmistir.
3.7. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Bilimsel ve
Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde (NABILTEM)
gerceklestirilmistir.  Protein miktar tayini yapilirken Bradford yontemi tercih
edilmistir. Ticari Bradford Protein Test Kiti (Pierce Coomassie (Bradford) Protein

Assay Kit, Catalog no: 23200) iiretici talimatlar1 dogrultusunda kullanilmistir.
3.7.1. Kullamlan Malzemeler

Bradford Protein Test Kiti (Pierce)

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1

ELISA mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific)
Plastik santrifijj tiipleri (1,5 mL)

vV V VYV V

3.7.2. Bradford Protein Test Kiti Uygulama Protokolii

1. 1000 pL Coomasie soliisyonu ile 1 uL hiicre lizat1 1,5 mL’lik plastik santrifiij
tiipiinde hafif pipetaj ile homojen hale getirilerek 5 dakika karanlik ortamda
inkiibe edilmistir.

2. Her bir 6rnekten 100 pL alinarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabina duplike sekilde
aktarilmistir.

3. Ornekler, ELISA mikroplaka okuyucuda 595 nm dalga boyunda okutularak
optik yogunluk (OD) degerleri belirlenmistir.



34

4. Protein tayini igin standart egrisi BSA kullanilarak, Sigma Plot 10.0 programi1

yardimiyla olusturulmustur. BSA ile yapilan Olgiimlerden olusturulan

standarda gore, her bir 6rnekte bulunan protein miktarlar1 saptanmaistir.

3.8. HDAC Aktivitesinin Tayini

HDAC aktivitesini belirlemek i¢in hiicre kiiltiirlerinden elde edilen hiicre

lizatlarina, kolorimetrik HDAC Aktivite Test Kiti (BioVision, HDAC Activity

Colorimetric Assay Kit, Catalog no: K331) iretici talimatlart dogrultusunda

uygulanmustir.

YV V V V V

3.8.1. Kullanilan Malzemeler

Kolorimetrik HDAC Aktivite Test Kiti (BioVision)
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1

ddH20

ELISA mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific)
Plastik santrifiij ttpleri (1,5 mL)

3.8.2. Kolorimetrik HDAC Aktivite Test Kiti Uygulama Protokolii

Hiicre lizatlarmin protein miktarlar1 belirlendikten sonra, oérnek basina ne
kadar hiicre lizati uygulanacagi hesaplanmigtir. Hiicre lizatlarina toplam
hacim 85 pL olacak sekilde ddH2O ilavesi yapilmistir.

Her bir 6rnege 10 pL 10X HDAC test tamponu eklenmistir.

Uzerine 5 uL. HDAC kolorimetrik substrattan ilave edilerek 2 saat 37 °C’de
%5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir.

Siirenin sonunda reaksiyonu durdurmak igin her bir 6rnege 10 uL lysine
developer eklenmistir ve 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

30 dakika bekleme siiresinin ardindan Ornekler ELISA mikroplaka
okuyucuda 405 nm dalga boyunda okutularak optik yogunluk (OD) degerleri
belirlenmistir. Her bir 06rnegin HDAC aktivitesi kontrole kiyasla

degerlendirilmistir.
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3.9. istatistiksel Yontemler

Calismada elde edilen veriler SPSS 20.0 istatistik programi ile %95 giiven
araliginda degerlendirilmistir. Deney gruplar1 arasinda istatistiksel farkliligin tespiti
icin tek yonlii varyans analizi ANOVA kullanilmistir. Deney gruplar1 arasinda
anlamli bir farkliligin saptanmasi1 durumunda, gruplar arasi degerlendirmelerde post-
hoc Dunnett’ s testi kullanilmigtir. Analiz sonuglarina gore p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Calismada kullanilan insan normal embriyonik bobrek (HEK293T) ve insan

serviks kanseri (HeLa) hiicrelerinin inverted mikroskop altindaki goriintiileri Sekil

4.1°de yer almaktadir.

Sekil 4.1. HeLLa ve HEK293T hiicrelerinin inverted mikroskopta genel goriiniimii
(100X).

4.2. Propolisin Hiicre Canhhgna Etkisi ve LD50 Dozlarinin Belirlenmesi

Propolisin HEK293T ve HeLa hiicre soylarmin canliligina etkisi tripan

mavisi boyamasi yontemiyle belirlenmistir (Sekil 4.2).

HEK293T ve Hela hiicre hattina uygulanacak her iki propolis ekstresi i¢in de
final konsantrasyonlar1 25, 50, 100, 200, 500 pg/mL olacak sekilde uygun hacimde
propolis miidahaleleri 24 saat boyunca uygulanmistir. Tahmini LD50 dozlar
HEK?293T ve Hela hiicreleri i¢in ayr1 ayr1 belirlendikten sonra yontem ve gereglerde
belirtilen konsantrasyonlarda daha dar bir aralikta ikinci kez propolis miidahaleleri
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ile HEK293T ve HeLa hiicrelerinde Propolis-1 ve Propolis-2 i¢in LD50 degerleri

tespit edilmistir.

Sekil 4.2. Tripan mavisi boyamasi sonrasi Hemositometre ile yapilan hiicre sayimu.
Koyu renkte ok ile gosterilen koyu boyanan hiicreler 6lii hiicreleri, agik renkte ok ile
gosterilen agik renkte ve parlak hiicreler canli hiicreleri temsil etmektedir. A) Canli
hiicre sayisinin ¢ok diisiik oldugu, B) Canli hiicre sayisinin yiiksek oldugu 6rnekleri

temsil etmektedir (inverted mikroskop, 40X).

HEK293T hiicrelerinde Propolis-1 i¢in LD50 degeri 80 pg/mL ve Propolis-2
icin LD50 degeri ise 129 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.3) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. HeLa ve HEK293T Hiicrelerde Propolis-1 ve Propolis-2 igin belirlenen

LDS50 konsantrasyonlart.

Deney Gruplar: LD50 Degeri (ng/mL)
HEK293T Propolis-1 80

HelLa Propolis-1 72,5

HEK293T Propolis-2 129

HeLa Propolis-2 210
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Sekil 4.3. HEK293T hiicrelerinde Propolis-1 ve Propolis-2’nin LD50 dozlarinin

hesaplanmasi. X; Propolis konsantrasyonu. Y; Canli hiicre say1si.

HeLa hiicrelerinde Propolis-1 i¢in LD50 degeri 72,5 pg/mL ve Propolis-2
icin LD50 degeri ise 210 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4) (Tablo4.1).
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20
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Sekil 4.4. HeLa hiicrelerinde Propolis-1 ve Propolis-2’nin LD50 dozlarinin

hesaplanmasi. X; Propolis konsantrasyonu. Y; Canli hiicre sayisi.
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4.3. Hiicre Lizatlarinda Protein Tayini

24 saatlik propolis uygulamalar1 sonucunda elde edilen hiicresel lizatlardaki
protein miktarlar1 protein standart grafigi (Sekil 4.5) yardimi ile her uygulama igin

ayr1 ayr1 hesaplanmustir.

0,6

0,5 4

0,4 1

0,3 1

Y Data

0,2

0,1 41

0,0 -

0 200 400 600
X Data

Sekil 4.5. BSA ile Hazirlanan Protein Standart Grafigi. X ekseni=BSA
konsantrasyonu (ug/mL), Y ekseni=OD degerleri.

4.4. TP’nin HDAC Aktivitesine Etkisi
4.4.1. HEK293T Hiicrelerinde TP’ nin HDAC Aktivitesine Etkisi

HEK?293T hiicrelerinin propolis ile miidahalesinde; Kontrol grubu (Grup 1),
Propolis-1’in LD50 dozu ile (80 pg/mL) 24 saat muamele grubu (Grup 2), Propolis-
2’nin LD50 dozu ile (129 ng/mL) 24 saat muamele grubu (Grup 3), Propolis-1’in
LD50 dozu ile (80 ug/mL) direkt muamele grubu (Grup 4), Propolis-2’nin LD50
dozu ile (129 ug/mL) direkt muamele grubunun (Grup 5) HDAC Aktivite Test Kiti
ile 6l¢iilen OD’lerin karsilagtirmalar1 Tablo 4.2 ve Sekil 4.6’da yer almaktadir.
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HEK?293T Hiicrelerindeki HDAC Aktivitesinin Oransal Olarak
Karsilastirilmasi

2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 -

1) HEK293T 2) HEK293T 3) HEK293T 4) HEK293T 5) HEK293T
Kontrol Propolis-1 Propolis-2 Propolis-1-Drkt Propolis-2-Drkt

Sekil 4.6. HEK293T hiicrelerindeki HDAC aktivitesinin farkli uygulamalar arasinda
karsilastirilmast. (Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 ve Grup 1, Grup 4 ve Grup 5 farkh
deney diizenekleri olup kendi aralarinda degerlendirilmistir. Kontrol grubuna (Grup
1) kiyasla, Grup 4’tin HDAC aktivitesinde istatiksel agidan anlamli bir azalma
gosterilmistir (p=0,043).)

Ortalama OD degerleri yilizde (%) degisimi olarak karsilastirildiginda ise
Propolis-1’in LD50 dozlarinda 24 saatlik miidahalesinin (Grup 2), kontrole (Grup 1)
kiyasla %36 oraninda HDAC aktivitesinde azalmaya neden oldugu, benzer sekilde
Propolis-2’in LD50 dozlarinda 24 saatlik miidahalesinin (Grup 3), kontrole (Grup 1)
kiyasla %52 oraninda HDAC aktivitesinde azalmaya neden oldugu saptansa da

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gosterilmemistir.

Yapilan tek yonlii varyans analizi sonuglarina gore HEK293T hiicrelerinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda Propolis-1 ve Propolis-2’nin LD50 dozlarinda
24 saatlik miidahalesinin (Grup 2 ve Grup 3) kontrole (Grup 1) kiyasla HDAC

aktivitesinde istatiksel acidan anlamli bir fark gosterilmemistir (p=0,396).

Diger yandan Propolis-1 ve Propolis-2’nin LD50 dozlar ile direkt muamele
edilen HEK293T hiicresel lizatlarindaki (Grup 4 ve Grup 5) HDAC aktivitesi
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kontrole (Grup 1) kiyaslandiginda tek yonlii varyans analizi sonuglarina gore
istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p= 0,04). Farkliligin hangi gruplar
arasinda oldugunu tespit etmek igin uygulanan post-hoc Dunnett’s test sonuglari
Tablo 4.3’te yer almaktadir. Dunnett’s test sonucuna goére kontrol grubuna (Grup 1)
kiyasla Propolis-1’in direkt uygulandigi grupta (Grup 4) HDAC aktivitesinde %81

oraninda istatiksel agidan da anlamli bir azalma gozlemlenmistir (p= 0,043).

Tablo 4.2. HEK293T hiicrelerindeki HDAC aktivitesini yansitan OD degerleri.

GrupNo  Uygulama Gruplari Ortalama OD SS
Degerleri
1 HEK?293T-Kontrol 0,5165 0,08651
2 HEK293T- Propolis-1 0,4339 0,14690
3 HEK293T- Propolis- 2 0,3976 0,04244
4 HEK?293T- Propolis-1-Drkt 0,3094 0,01577
5 HEK293T- Propolis-2-Drkt 0,5376 0,03981

SS; standart sapma.

Tablo 4.3. HEK293T hiicrelerinde propolis miidahalelerinin HDAC aktivitesine

etkisinin istatiksel olarak karsilastirilmasi.

Karsilastirilan gruplar p degeri
HEK?293T-Propolis-1 HEK?293T-Kontrol 0,539
(Grup 2 ile Grup 1)

HEK293T-Propolis-2 HEK293T-Kontrol 0,323

(Grup 3ile Grup 1)

HEK?293T-Propolis-1 -Drkt HEK293T-Kontrol 0,043*
(Grup 4 ile Grup 1)

HEK?293T-Propolis-2 -Drkt  HEK293T-Kontrol 0,918
(Grup 5ile Grup 1)

Istatistiksel anlamlilik *<0,05 seklinde ifade edilmistir.
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4.4.2. HeLa Hiicrelerinde TP’nin HDAC Aktivitesine Etkisi

HelLa hiicrelerinin propolis ile miidahalesinde; Kontrol grubu (Grup 1),
Propolis-1’in LD50 dozu ile (72,5 pg/mL) 24 saat muamele grubu (Grup 2),
Propolis-2’in LD50 dozu ile (210 ug/mL) 24 saat muamele grubu (Grup 3), Propolis-
I’in LD50 dozu ile (72,5 pg/mL) direkt muamele grubu (Grup 4), Propolis-2’in
LD50 dozu ile (210 png/mL) direkt muamele grubunun (Grup 5) HDAC Aktivite Test
Kiti ile ol¢iilen OD’lerin karsilastirmalar1 Tablo 4.4 ve Sekil 4.7°de yer almaktadir.

Propolis-1 ve Propolis-2’nin (Grup 2 ve Grup 3) LD50 dozlarinin 24 saatlik
miidahalesi sonrasi HelLa hiicrelerindeki HDAC aktivite diizeyleri kontrol grubu
(Grup 1) ile karsilastirildiginda tek yonlii varyans analizi sonuglarina gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gdsterilmistir (p<0,001). Farkliligin hangi gruplar
arasinda oldugunu tespit etmek igin yapilan post-hoc Dunnett’s test sonuglari Tablo
4.5’te yer almaktadir. Dunnett’s testi sonucuna gore kontrol grubuna (Grup 1) kiyasla
Propolis-2’nin LD50 dozunda 24 saatlik miidahalesinin (Grup 3) HDAC
aktivitesinde %89 oraninda ve istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu
tespit edilmistir (p= 0,002).

Diger yandan Propolis-1 ve Propolis-2’nin LD50 dozlar ile direkt muamele
edilen HeLa hiicresel lizatlarindaki (Grup 4 ve Grup 5) HDAC aktivitesi kontrole
(Grup 1) kiyaslandiginda tek yonlii varyans analizi sonuglarina gore istatiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmistir (p=0,0224). Farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu
tespit etmek igin yapilan post-hoc Dunnett’s test sonucuna goére kontrol grubuna
(Grup 1) kiyasla Propolis-2’nin direkt uygulandigi grupta (Grup 5) HDAC
aktivitesinde %61 oraninda ve istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir (p=
0,017).
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HeLa Hiicrelerindeki HDAC Aktivitesinin Oransal Olarak
Karsilastirilmasi

2,50

2,00

**
*
1,50
1,00
0,00

1) HeLa Kontrol 2) Hela Propolis-1 3) HelLa Propolis-2 4) HeLa Propolis-1- 5) HeLa Propolis-2-
Drkt Drkt

Sekil 4.7. HeLa hiicrelerindeki HDAC aktivitesinin oransal olarak karsilastirilmasi.
(Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 ve Grup 1, Grup 4 ve Grup 5 farkli deney diizenekleri
olup kendi aralarinda degerlendirilmistir. Kontrol grubuna (Grup 1) kiyasla, Grup
3’tin (p=0,002) ve Grup 5’in (p=0,017) HDAC aktivitesinde istatiksel agidan anlamli
bir artig gosterilmektedir.)

Tablo 4.4. HeLa hiicrelerindeki HDAC aktivitesini yansitan OD degerleri.

Grup No Uygulama Gruplar Ortalama OD SS
Degerleri
1 HeLa-Kontrol 0,3637 0,01139
2 HelLa- Propolis-1 0,3467 0,01147
3 HelLa- Propolis- 2 0,4310 0,01695
4 HelLa- Propolis-1-Drkt 0,4107 0,07142
5 HelLa- Propolis-2-Drkt 0,6408 0,10918

SS; standart sapma.
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Tablo 4.5. HeLa hiicrelerinde propolis miidahalelerinin HDAC aktivitesine etkisinin

istatistiksel olarak karsilastirilmast.

Karsilastirilan gruplar p degeri
HeLa-Propolis-1 HeLa-Kontrol 0,284
(Grup 2 ile Grup 1)

HeLa-Propolis-2 HelLa-Kontrol 0,002**

(Grup 3ile Grup 1)

HeLa-Propolis-1 -Drkt  HelLa-Kontrol 0,687
(Grup 4 ile Grup 1)

HeLa-Propolis-2 -Drkt  HeLa-Kontrol 0,017*
(Grup 5ile Grup 1)

Istatistiksel anlamlilik *<0,05, **<0,01 seklinde ifade edilmistir.
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5. TARTISMA

Calismamizda Tirk propolisinin insan normal embriyonik bobrek (HEK
293T) hiicre hatt1 ve insan serviks kanseri (HeLa) hiicre hattinda HDAC aktivitesine
etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu baglamda, ticari formdaki iki farkli Tiirk
propolisinin LD50 dozlarmin 24 saat boyunca in vitro hiicre kiiltlirii ortaminda
HEK293T ve HeLa hiicre soylarina uygulanmasi ve ayrica HEK293T ve HelLa
hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlarla TP’lerin dogrudan muamelesinin
hiicresel HDAC aktivitesi iizerindeki etkileri deneysel ¢alismalar ile arastirilmistir.

Tiirk propolisinin HDAC aktivitesi tizerinde etkisi oldugu gosterilmistir.

Propolis-1’in LD50 konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen HEK293T
hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlarin HDAC aktivitesinde, kontrole kiyasla
%36 oraninda azalma (p=0,539), benzer sekilde Propolis-2’nin LD50 dozu ile 24 saat
muamele edilen HEK293T hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlarin HDAC
aktivitesinde, kontrole kiyasla %52 oraninda azalma (p=0,323) tespit edilmis olsa da
her iki bulgu da istatiksel agidan anlamli bulunmamstir. Ote yandan, HEK293T
hiicre lizatlarinin Propolis-1’in LD50 dozu ile dogrudan muamelesinde, kontrole
kiyasla HDAC aktivitesinde %81 oraninda istatiksel agidan da anlamli olan bir
azalma tespit edilmistir (p=0,043). Propolis-1’nin LD50 konsantrasyonunun hem
HEK293T hiicresel lizatlarina dogrudan uygulanmasi ile hem de Propolis-1 ve
Propolis-2’nin in vitro kosullarda 24 saat uygulanmasi ile HDAC aktivitesinde
azalmanin saptanmasi, TP’nin normal hiicreler iizerinde dogrudan ve dolayh
etkilesimler aracilig1 ile HDAC inhibisyonuna sebep olabilecegi ve TP nin dogal bir
HDAC inhibitorii olabilecegi goriisiinii  desteklemektedir. HEK293T hiicresel
lizatlarina dogrudan uygulanan Propolis-2’in LD50 konsantrasyonunun HDAC
aktivitesinde istatiksel olarak anlamli olmayan %9’luk bir artisa neden oldugu tespit
edilmistir. Bu durumun Propolis-2’nin dogal olarak renginin sari-kahverengi
tonlarinda olmasi, HDAC aktivitesinin tespit edilmesinde renk degisimine dayali bir
yontemin kullanilmis olmasi ve Propolis-2’nin dogal rengi ile HDAC aktivitesi
sonrasi olusan renklerin ¢akigsmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Propolis-

2’nin dogrudan etkilesimlerle HDAC enzim aktivitesi lizerine olan etkisinin,
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temelinde renk degisiminin olmadig: farkl tipte bir HDAC aktivitesi tayin yontemi
ile test edilmesi gerekmektedir.

Propolis-1’in LD50 konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen HelLa
hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlarin HDAC aktivitesinde, kontrole kiyasla
%22 oraninda azalmaya (p=0,284) neden oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde
Propolis-2’nin LD50 dozu ile 24 saat muamele edilen HeLa hiicrelerinden elde
edilen hiicresel lizatlarin HDAC aktivitesinde, kontrole kiyasla %89 oraninda ve
istatistiksel olarak da anlamli bir artisa neden oldugu gosterilmistir (p= 0,002). Ote
yandan, HeLa hiicresel lizatlarinin Propolis-1’in LD50 dozu ile dogrudan
muamelesinde, kontrole kiyasla HDAC aktivitesinde %44 oraninda istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir azalma tespit edilmistir (p=0,687). HeLa hiicresel
lizatlarinin Propolis-2’nin LD50 dozu ile dogrudan muamelesinde, kontrole kiyasla
HDAC aktivitesinde %61 oraninda anlamli bir artig gosterilmistir (p= 0,017). Bu
artistn HEK293T hiicrelerindeki artisa benzer bir sekilde, Propolis-2’nin dogal rengi
ile HDAC aktivitesi sonrasi olusan renklerin ¢akismasindan, test yonteminin HDAC
aktivitesini renk degisimine bagli olarak tespit etmesinden kaynaklandig
distiniilmektedir. Diger yandan Propolis-2’nin LD50 dozlari ile 24 saat muamele
edilen HeLa hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlarin HDAC aktivitesinde artisa
neden oldugu ve hiicresel lizatlar elde edilirken yapilan yikama islemlerinden dolay1
Propolis-2 ortamdan uzaklastirildig1 i¢in bu artisin Propolis-2’nin dogal renginden
kaynaklanmadigi diistiniilmektedir. Ancak bu bulgunun farkli deneysel yaklagimlarin

benimsendigi ilave ¢aligmalarla teyit edilmesi gerektigi diigiiniilmektedir.

Literatiirde propolis ve propolisten izole edilen bilesenlerin HDAC
aktivitesine etkisinin arastirildigi ¢alismalarda, calismamizla benzer sekilde propolis
ve bilesenlerinin HDACi etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Ishiai ve dig. 2014;
Huang ve dig. 2011; Ohashi ve dig. 2017; Pal-Bhadra ve dig. 2012; Sun ve dig.
2012; Omene ve dig. 2013). Yapilan ¢alismalarda propolisin HDACI etkisi ¢esitli
kanser hiicre hatlarinin yani sira normal insan hiicre hatlarinda da arastirilmistir. Bu
caligmalarda Brezilya, Cin, Kuzey Amerika ve Tayvan propolisi gibi farkli botanik
kokene sahip propolisler kullanilmistir. Propolisin kimyasal 6zelliklerinin ve
icerigindeki bilesenlerin, botanik kokeninin bulundugu bdlgeye gore degistigi

bilinmektedir (Braakhuis 2019). Bu nedenle yapilan c¢alismalarda kullanilan
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propolisin tiiriine gore calisma sonuglarinda farkliliklar goézlemlenebilmektedir
(Bankova ve dig. 2005). Calismamizin tiim bu ¢aligmalardan ayrilan 6zgiin yonii
Tirk propolisinin  HDAC aktivitesine etkisinin arastirilmasidir. Caligsmalarin
timiinde HDAC aktivite tayininde metodolojik olarak benzerlik gosteren florometrik

ve kolorimetrik yontemler kullanilmistir.

Ishiai ve dig. (2014) tarafindan yiiriitilen calismada Brezilya propolisinin
HDAC inhibe edici etkisi ve fare noroblastoma (Neuro2a) hiicrelerinde antitimor
etkisi aragtirilmistir. Brezilya propolisinin etanolik oziitinin HDAC enzim
aktivitesine etkisi in vitro olarak degerlendirilmis ve BPE’nin sinif [ HDAC enzim
aktivitesini dogrudan inhibe ettigi gosterilmistir. Ardindan, BPE tedavisinin, fare
noroblastoma (Neuro2a) hiicrelerinde hiicre i¢i histon asetilasyonuna etkisini
incelemek i¢in hiicreler, 6 saat boyunca 100 ve 200 pg/mL dozlarinda BPE ile
muamele edilmistir. Hiicre i¢i histon asetilasyon seviyesi 6l¢iildiigiinde, 200 ng/mL
dozunda BPE muamelesinin, kontrole kiyasla rolatif asetilasyonu onemli 6l¢iide
arttirdigi  saptanmistir (Ishiai ve dig. 2014). Calismamizda uygulanan dozlar
propolislerin LD50 konsantrasyonlari olarak belirlenmistir. LD50 dozlari, HEK293T
hiicrelerinde Propolis-1 i¢in 80 ug/mL ve Propolis-2 i¢in 129 ug/mL, Hela
hiicrelerinde Propolis-1 igin 72,5 pg/mL ve Propolis-2 igin ise 210 pg/mL olarak
tespit edilmistir. Ishiai ve dig. (2014) ¢alismasinda uygulanan konsantrasyonlar ile
caligmamizdaki konsantrasyonlarin farkli ¢ikmasinin nedeni, propolislerin cografik
kokeninin farkli olmasi, uygulanan propolis formlarinin farkli olmasi ve uygulama

yapilan hiicre hatlarinin farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Pal-Bhadra ve dig. (2012) tarafindan propolisin en kapsamli ¢alisilan
biyoaktif bilesenlerinden biri olan krisinin, HDACi etkisini tespit etmek igin kanser
hiicre hatt1 olan insan malign melanoma (A375) hiicrelerinin krisin (40uM) ve TSA
(4 uM) ile in vitro kosullarda 24 saat muamelesinin ardindan A375 hiicrelerinden
elde edilen hiicresel lizatlar ile bir dizi western blot analizi gerceklestirilmistir.
HDAC?2 ve HDACS protein seviyesinde ve enzim aktivitesinde azalma saptanarak
krisinin HDAC2 ve HDACS inhibitorii oldugu tespit edilmistir. Ayrica krisin ile
muamele edilen A375 hiicrelerinin, H3 ve H4 histonlarinda asetilasyonun arttig1

saptanmistir.
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Propolisin etken bileseni krisinin kullanildig1 bir diger ¢alismada, Sun ve dig.
(2012) insan meme kanseri (MDA-MB-231) hiicrelerinde propolisin HDAC
aktivitesine etkisini arastirmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinin  krisin ile
muamelesinde (EC50 = 40.2 uM), enzimatik aktivite analizlerinden elde edilen
sonuglar, krisinin HDACS8 enzimatik aktivitesini belirgin sekilde inhibe eden bir
histon deasetilaz inhibitdrlii oldugunu gdstermistir. Ayrica bir ksenograft hayvan
modelinde, giinliik 90 mg/kg oral krisin uygulamasinin timor biiylimesinin énemli
6l¢iide inhibe ettigi gozlemlenmistir. In vivo ve in vitro ¢alismalarla, krisinin timor
bliylimesini Onemli 0Olgiide inhibe edebilen bir HDACS8 inhibitorii oldugu
gosterilmistir (Sun ve dig. 2012).

Propolis ve aktif bilesenlerinden CAPEin kullanildig1 bir ¢aligmada, insan
meme kanseri (MDA-MB-231, MCF-7 ve SKBR3) hiicre hatlarinda hem propolisin
hem de CAPE’nin onkogenlerin ve timér baskilayici genlerin aktivitelerini
diizenleyen bir histon deasetilaz inhibitorii oldugu tespit edilmistir. CAPE veya
propolis ile in vitro kosullarda 24 saat muamele edilen MCF-7 ve MDA-231
hiicrelerinden elde edilen lizatlarda histon proteinlerinin asetilasyonunda asir1 artis
gosterilmistir. Saglikli goniillillerde CAPE igerigi standardize edilen propolis ile 3
haftalik oral miidahalenin ardindan alinan periferik kan mononiikleer hiicrelerinden
(PBMC) elde edilen protein lizatlarinda da benzer sekilde H3 histon proteinlerinin
asetilasyonunda asir1 artig saptanmistir. Calisma sonuglart CAPE’nin bilesik olarak
etkilerinden ziyade CAPE miktar1 standardize edilen propolisin HDACI etkisinin
daha fazla oldugunu gostermistir. Propolisin igeriginde CAPE'nin yan1 sira krisin,
propolin-G gibi HDACi etkileri farkli ¢alismalarla kanitlanmis olan bilesenleri
birlikte bulundurmasi nedeniyle epigenetik etkilerinin arttigi ve HDACi etkisinin

daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir (Omene ve dig. 2013).

Calismamizla benzer sekilde kanser hiicre hatlarinin disinda normal insan
hiicre hatlarinda da propolis ve bilesenlerinin HDACi etkiye sahip olabilecegi Ohashi
ve dig. (2017) tarafindan gosterilmistir. Yapilan ¢alismada, normal bir hiicre hatti
olan insan retina endotel hiicrelerine (HREC) uygulanan CAPE’nin siiperoksit
dismutaz (SOD3) promotdr bolgesindeki histon asetilasyonunu arttirarak HDACi
etki gosterdigi tespit edilmistir. SOD3, serbest radikal olusumunu baskilayarak
viicuttaki oksidatif stresi 6nledigi bilinmektedir (Ohashi ve dig. 2017). Propolis ve
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bileseni CAPE’nin antioksidan etkilerini inceleyen bir c¢alismada propolisin,
stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesini arttirdigi ve serbest radikal olusumunu
baskilayarak oksidatif stresi onledigi gosterilmistir (Alkis ve dig. 2015). Calisma
sonuglarindaki  benzerlik CAPE’nin antioksidan etkisinin SOD3 promotor
bolgesindeki histon asetilasyonunu arttirarak HDACi etki gostermesi ile iliskili

olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir.

Calismamizda kullandigimiz Propolis-1’in igeriginde bulunan CAPE ve
krisin miktarlar1 Propolis-2’ye gore ¢ok daha yiiksektir (Tablo 3.1 ve Tablo 3.2).
HDAC: etkisi daha onceki calismalarda gosterilmis olan bu iki bilesenin yiiksek
miktarlar1 Tiirk Propolis-1’in HDAC: etkisini desteklemektedir.

Huang ve dig. (2011) ¢alismasinda, Tayvan yesil propolisinden (TGP) izole
edilen ve HDAC: etkiye sahip oldugu kanitlanan propolin G'nin yar1 sentez yoluyla
elde ettikleri NBM-HD-1 bilesigini, yeni bir HDAC inhibitorii olarak tanimlamustir.
NBM-HD-1, insan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve sigan
glioma hiicrelerinde (C6) kanser hiicrelerinin biiylimesini baskilayan giiglii bir
HDAC inhibitoriidir. NBM-HD-1 ayrica histon asetilasyonunu artirmis, HDAC
enzim aktivitesini inhibe ederek hiicre dongiisiinii  kontrol eden gen
ekspresyonlarinda degisikliklere neden olmustur. Bu calisma ile propolisten izole
edilen ve HDACi 6zelligine sahip bilesenlerin yar1 sentetik HDAC inhibitorlerinin

iiretimi i¢in potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (Huang ve dig. 2011).

Yapilan galismalarda farkli cografik bolgelerden elde edilmis olan propolis ve
bilesenlerinin ¢esitli normal ve kanser hiicre hatlarinda HDACi 6zellikleri
gosterilmistir. Calismamizda elde edilen veriler 1s18inda TP’nin bir normal hiicre
hatt1 olan HEK293T hiicrelerinde 24 saatlik ve dogrudan uygulamalarinin HDACi
etkiye sahip oldugu, bir kanser hiicre hatti olan HeLa hiicrelerinde ise 24 saatlik ve
dogrudan uygulamalarinin HDAC aktivitesinde ¢eligkili sonuglar verdigi
saptanmistir. Yapilan kapsamli literatiir taramasi ve gilincel veriler goz Oniine
alindiginda, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ytizyillardir kullanilan Tiirk propolisinin,
normal ve kanser hiicre soylarinda LD50 dozlar1 referans alinarak ve kolorimetrik
HDAC aktivite test kiti kullanilarak hiicresel HDAC aktivitesi {lizerine etkisi ilk kez

tez calismamiz kapsaminda aragtirilmistir.



50

6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Tiirk propolisinin insan normal embriyonik bobrek (HEK
293T) hiicre hatt1 ve insan serviks kanseri (HeLa) hiicre hattinda HDAC aktivitesine

etkisi aragtirllmistir. Caligmaya iligkin sonuglar ve Oneriler asagida yer almaktadir.

Propolis-1’in 24 saatlik LD50 konsantrasyonlarinin hem HEK293T (80
pg/mL) hem de HelLa (72,5 pg/mL) hiicrelerinde Propolis-2’nin 24 saatlik LD50
konsantrasyonlarindan (HEK293T 129 pg/mL ve HelLa 210 pg/mL) daha disiik
olmasi, bu hiicreler iizerinde toksik etkiler gdsteren bilesenler bakimindan
Propolis-1’in daha zengin oldugunu gostermekte, dolayisiyla tiiketimlerinde bu

duruma dikkat edilmesi onerilmektedir.

Propolis-1’in, hem 24 saatlik LD50 konsantrasyonlar1 uygulamasinin hemde
dogrudan hiicresel lizatlarla muamelesinin, HEK293T ve HeLa hiicrelerindeki
HDAC aktivitesini diislirdigi gozlenmistir. Bu nedenle Propolis-1’in HDACi

etkisinden bahsetmek mumkiindur.

Propolis-2’in dogrudan muamelesi bilgi verici olmamakla birlikte, 24 saatlik
LD50 konsantrasyonlarinin uygulamast ise normal hiicrede HDAC aktivitesini
diisiiriirken kanser hiicresinde HDAC aktivitesini artirmast c¢eligkili ve detayl

arastirtlmasi gereken bir durumdur.

Bircok yararli saglik etkileri oldugu diisiiniildiigiinden gida takviyesi olarak
yaygin kullanilan propolisin HDAC aktivitesi lizerine etkileri oldugu anlasilmaktadir.
Bu bulgu in vivo ve klinik ¢alismalarla desteklendigi takdirde, propolisin gida
takviyesi olarak kullanim onerilerinde HDAC aktivitesi {izerine olan etkilerinin de
degerlendirilmesi bir zorunluluk olarak karsimiza gikabilir. Bu nedenle propolisin
HDAC: etkisinin arastirildigt in vivo ve klinik ¢aligmalarin planlanmasina gereksinim

vardir.

Ayrica HDAC inhibitorlerinin kanser tedavisinde antitiimor ajan olarak
kullanildig1 disiiniilirse gerek Tiirk propolisinin gerekse propoliste bulunan

bilesiklerin farkli kanser hiicre soylarinda HDAC aktivitesinde etkisinin in vivo ve in
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vitro caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Bu calismalardan elde edilecek
veriler 15181nda; hastaliklarinin tedavisinde kullanilan sentetik HDAC inhibitdrlerinin
yani sira besin  kaynakli HDAC inhibitorleri portfoyiiniin  genisletilmesi

hedeflenmelidir.
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