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SICANLARDA KRONIK ONGORULMEYEN HAFIF STRESLE
INDUKLENEN DEPRESYON MODELINDE PROPOLISIN OGRENME
BELLEK UZERINE ETKILERIi

OZET

Propolis yaygin bir sekilde kullanilan dogal tibbi bir iiriin olup, antiinflamatuvar,
antioksidan ve néroprotektif etkiler gibi gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Onceki
calismalar psikolojik stresin biligsel bozukluklarla iliskisi oldugunu gdstermistir. Bu
nedenle ¢alismamizda siganlarda propolisin biligsel bozukluklar tizerindeki etkilerini,
Kronik Ongoriilemeyen Hafif Stres (KOHS) modelini kullanarak degerlendirmeyi
amagladik.

Erkek Wistar siganlar1 dort gruba ayrildi (Her grup i¢in n=10): kontrol,
kontrol+propolis, stres, stres+propolis. Sicanlar, KOHS modelini olusturmak igin 35
giin boyunca giinliik olarak farkli stresorlere maruz birakildi. Propolis ekstresi (100
mg/kg/giin), stres periyodu boyunca kontrol+propolis ve stres+propolis gruplarina
oral yoldan uygulandi. Biligsel yetenekleri degerlendirmek icin Morris Su Labirent
Testi (MSLT) ve Pasif Sakinma Testi (PST) kullanilirken, Zorunlu Yiizme Testi
(ZYT) ve Siikroz Tercih Testi (STT) depresyon-benzeri davranislarin
degerlendirilmesinde uygulandi. Davranis testlerinden sonra, sicanlar sakrifiye edildi
ve daha sonra molekiiler ve biyokimyasal analiz i¢in kan ve beyin 6rnekleri toplandi.
Propolis tedavisi sonrasi depresyon-benzeri davramis ve Ogrenme-bellek
performanslarinin diizeldigi tespit edildi. Serum kortikosteron diizeyi ve hipokampal
TNFa ekspresyonu stres grubunda anlamli olarak artti, stres+propolis grubunda ise
kontrol grubuna geri dondii.

Bulgularimiz  propolisin  KOHS maruziyetinde var olan depresyon-benzeri
davraniglar ve biligsel bozukluklar tizerinde yararli etkilerinin oldugunu gosterdi. Bu
caligmada depresif si¢anlarin biligsel performansindaki diizelmenin propolisin
kismen antiinflamatuvar etkisine bagl olabilir. Propolis, depresyon tedavisinde yeni
bir terapotik ajan olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bellek, Depresyon, Ogrenme, Propolis, Stres.
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THE EFFECTS OF PROPOLIS ON LEARNING AND MEMORY IN
CHRONIC UNPREDICTABLE MILD STRESS-INDUCED DEPRESSION
MODEL OF RATS

ABSTRACT

Propolis is widely used as a natural medicinal product and possess various biological
activities such as antiinflammatory, antioxidant and neuroprotective effects. Previous
studies have shown that psychological stress is associated with cognitive
impairments. Therefore, we aimed to evaluate the effects of propolis on cognitive
deficits by chronic unpredictable mild stress (CUMS) model in rats.

Male Wistar rats were divided into four groups (n=10 for each group): control,
control+propolis, stress, and stress+propolis. The rats were subjected to different
types of stressors daily for a period of 35 days to induce CUMS model. The extract
of propolis (100 mg/kg/day) was administered orally to the control+propolis and
stress+propolis groups during the stress period. Morris water maze test (MWMT)
and passive avoidance test (PAT) were used to assess cognitive abilities, whereas
forced swim test (FST) and sucrose preference test (SPT) were applied for evaluation
of depression-like behaviors. After behavioral tests, the rats were sacrificed and then
blood and brain samples were collected for molecular and biochemical analysis.

It was determined that depressive-like behaviors and memory performances were
improved after treatment of propolis. The serum corticosterone level and hipocampal
TNFa expression were significantly increased in stress group, whereas reversed to
the controls in stress+propolis group.

Our findings demonstrated propolis has beneficial effects on depressive-like
behaviors and cognitive deficits existing in CUMS exposure. The improved cognitive
performance of depressed rats may be partly attributed to anti-inflammatory effect of
propolis in the present study. Propolis may be a new therapeutic agent in the
treatment of depression.

Keywords: Memory, Depression, Learning, Propolis, Stress.
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GIRIS

Major depresyon toplumda yasam boyu goriilme sikhigi yaklasik %15 olan, en
yaygin goriilen ruhsal bozukluklardan olup, mesleksel, ailesel ve sosyal agir
komplikasyonlar1 olan bir hastaliktir (Hilal-Dandan ve Brunton, 2017; Arisoy ve
dig., 2003). Kederli ruh hali, karamsarlik, endise, kisisel 6zgiivende azalma, yasam
zevkinin kaybolmasi, uyku ve yeme bozukluklari, zihinsel yavaslama ve odaklanma
kaybi gibi belirtilerle karakterizedir (Hilal-Dandan ve Brunton, 2017). Tedavi
edilmedigi durumlarda siddetli depresyonu olan hastalarin yaklasik %10-15’1 intihara
kalkismaktadir (Hilal-Dandan ve Brunton, 2017).

Uzun yillardir major depresif bozuklugun kaynagi ve gelismesi konusunda yapilan
monoamin hipotezi kabul gormektedir. Glinlimiizde monoamin hipotezi tek basina
major depresif bozuklugu acgiklamakta yetersiz kalmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalar depresyon sirasinda beyinde bazi bolgelerde inflamatuvar aktivitenin ve
oksidatif stres diizeyinin arttigini, bu artisin hastanin biligsel fonksiyonlarinda
bozukluklarin gelismesine katkida bulundugunu desteklemektedir (Capuron ve
Miller, 2011). Giiniimiizde tek basina monoamin ndrotransmitter sistemleri
tizerinden etki eden klasik antidepresan ilaglar tiim hastalarda ayn1 oranda iyilesme
saglamadigi ve depresyon sirasinda eslik eden biligsel hasar gibi belirtileri
diizeltmedigi igin, yeni hipotezlerden yola ¢ikilarak antiinflamatuvar aktiviteye sahip
alternatif ilag adaylariin arastirilmasi hedeflenmektedir. Diger yandan depresyon
sirasinda artan oksidatif stres diizeyini diislirebilen bir ilagla tedavi etkinligininin
artirllacagr  disiiniilmektedir. Propolis, halk arasinda farkli tibbi amaglarla
yizylllardir kullanilan ar1 {rliini bir kansimdir (Zabaiou ve dig., 2017).
Antibakteriyel, antimikotik, antiviral, antikanser, bagisikligi artirici, yara
iyilesmesini saglayici birgok etkisi i¢in uzun zamandir kullanilan propolisin son
yillarda antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklerinin de oldugu ortaya konmustur.
Depresyon dis1 diger nedenlere bagli olarak gelisen bilissel bozukluklar iizerindeki
propolisin etkisinin arastirildigi sinirh sayidaki ¢alismada, propolisin bellek hasarini

azalttig1 gosterilmistir (Nanaware ve dig., 2017; Chen ve dig., 2008; Miyazaki ve



dig., 2015). Tiim bu bilgi birikimi sonucu, bu ¢aligmada propolisin siganlarda kronik
ongoriilemeyen hafif stres modeli ile olusturulan depresyon modelinde antidepresan-
benzeri etkisini, diger yandan depresyon sirasinda bozulan bilissel fonksiyonlar
tizerindeki etkisini arastirmak amaglanmistir. Propolisin depresyon ve bilissel

bozukluklar tedavisinde kullanilabilecek alternatif bir ilag olabilecegi diisiiniilmiistiir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Major Depresif Bozukluk

Depresyon toplumda yaygin sekilde goriilen bir duygudurum bozuklugu olup, kisinin
yasam Kkalitesini ve sosyal iligkilerini dogrudan etkileyen Onemli psikiyatrik
hastaliklardandir (Kayaalp, 2012). Belirtilerin fazla agir oldugu durumda “Major
depresyon” dan bahsedilir (Uzbay, 2005). Toplumda yasam boyu goriilme sikligi
gelismis tlkelerde niifusun yaklasik %15’idir (Kayaalp, 2012; Hilal-Dandan ve
Brunton, 2017). Tirkiye’de ruh sagligi bozuklugu sikligi, 1998°de yapilan Tiirkiye
Ruh Sagligi Profili Caligmasi’na gore, eriskinlerde %18 (yasam boyu bir ruhsal
hastalik gecirme), cocuk ve ergenlerde ise %11 (klinik diizeyde sorunlu davranis

siklig1) olarak bildirilmistir (Erol ve dig., 1998).

Afektif bir hastalik olan depresyon, Amerikan Psikiyatri Dernegi’ne gore (Amerikan
Psikiyatri Birligi, 2013) depresif bozukluklari major depresif bozukluk (MDB),
distimik bozukluk ve bagka tiirli adlandirilamayan depresif bozukluk olarak
smiflandirmigtir  (Amerikan Psikiyatri Birligi, 2013). Bu siniflandirma iginde
tizerinde en ¢ok calisilan major depresif bozuklugun etiyolojisi halen net olmamakla
birlikte, ¢evresel stres faktoriiniin major depresif bozuklugun gelismesinde 6nemli
bir risk artirict faktor oldugu bilinmektedir. Santral sinir sistemi (SSS)’nde strese
yanit olarak norokimyasal degisikliklerin gerceklestigi, 0Ozellikle monoamin
diizeylerindeki bu degisikliklerin depresyon gelismesine yol actigi gosterilmistir.
Cevresel strese maruziyet sirasinda bir yandan hipotalamik-hipofizeal-adrenal
eksenin aktive oldugu, depresif hastalarin kortizol diizeylerinin arttigi da ortaya
konmustur (Page ve dig., 2006). Major depresif bozuklugun etyopatogenezi halen

arastirilmaktadir.

1.1.1. Duygudurum bozukluklarinda nérotransmitterler ve beyin devreleri

Ug temel norotransmitterin duygudurum bozukluklarmin hem patofizyolojisi hem de
tedavisi ile iliskili oldugu uzun zamandir bilinmektedir: noradrenalin, dopamin ve

serotonin. Bu ii¢ norotransmitter ortak bir isimle monoaminler olarak da adlandirilir
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(Kayaalp, 2012). Duygudurum bozuklugu belirtilerinin ¢ogunun, bu ii¢ sistemin
cesitli bilesimlerinin islev bozuklugu sonucunda olustugu varsayilmaktadir.
Duygudurum bozukluklarmin tedavisinde kullanilan tedaviler bu ii¢ sistemin biri ya
da daha fazlasi tizerinden etki gostermektedir (Kayaalp, 2012; Stahl, 2015; Hilal-
Dandan ve Brunton, 2017).

Duygudurum islevinden sorumlu ii¢ ndrotransmitter sisteminden biri olan
serotonerjik sistemin beyindeki noronal uzantilar1 beyin sap1 ndrotransmitter
merkezindeki farkli ¢ekirdeklerden demetler halinde ¢ikar. Ozellikle iist (rostral)
cekirdekler dorsal ve medial rafeyi, nukleus linearis ve rafe pontisi kapsar.
Duygudurum islevinden baska, anksiyete, uyku gibi islevleri de diizenler. Diger bir
norotransmitter olan noradrenalin sisteminin asil uzantilarinin ¢ogu lokus seruleus
olarak bilinen beyin sapi norotransmitter odagindan koken alir. Duygudurumu,
uyarilma ve biling gibi islevleri kontrol eder. Diger nérotransmitter sistemi olan
dopaminerjik sistemin ana uzantilar1 beyinde ventral tegmental alan ve substantia
nigra basta olmak {izere beyin sapindaki ndrotransmitter merkezlerinden c¢ikarak
bircok beyin bolgesine uzanirlar. Bu noronlar hareket sistemi, ddiillendirme, biling,
psikoz gibi bircok islevi kontrol ederler. Ozellikle uyarilma (arousal) ve uykunun
diizenlenmesinde rol oynarlar (Stahl, 2015). Limbik sistem, esas olarak motivasyon
ve duygu durumun kontroliinden sorumlu olup; hipotalamus, niikleus akkumbens,
hipokampus, amigdala ve septum gibi orta beyinin 6nemli ndéroanatomik
olusumlarini igerir (Uzbay, 2005; Uzbay, 2004a). Depresyonla iliskili néroanatomik
yapilar incelendiginde, depresyonun patofizyolojisinde limbik sistemin 6nemli bir
role sahip oldugu goriiliir (Ozpoyraz, 2002). Son yillarda yapilan ¢aligmalar &zellikle
limbik sistemin bir parcasi olan hipokampus bdlgesinde strese bagl olarak apoptozis
ve norojeneziste azalma oldugunu gostermektedir. Antidepresan ilaglarla tedavi
sonrast bu olumsuz degisikliklerde diizelme olmasi, depresyon sirasinda gelisen
noroplastisite silirecinin katkis1 olabilecegini gostermistir (Malberg ve Schechter,
2005; Slattery ve dig., 2004). Hipokampus 6grenme bellekle iliskili bir limbik yap1
olup, yapilan hayvan deneylerinde bu yapmin uzaysal bellekle iligkili oldugu
gosterilmistir. Hipokampusun hasarlanmasinin 6grenme bellek problemlerine yol
actig1 bilinmektedir (Yiiksel, 2007). Rafe niikleusundan serotonerjik projeksiyonlar
alan diger bir limbik sistem yapisi amigdaladir. Amigdalanin 6zellikle agresyon ve
anksiyete olusumunda rolii vardir (Uzbay, 2005; Uzbay, 2004b). Amigdala
4



bolgesinin yapilan hayvan deneylerinde duygusal bellekle ilgili oldugu gosterilmistir
(Phelps ve Le Doux, 2005).

1.1.2. Major depresif bozuklugun hipotezleri
1.1.2.1. Monoamin hipotezi

Depresyonun biyolojik etiyolojisiyle ilgili klasik teze gore, depresyonun monoamin
norotransmitterlerin eksikligiyle gelistigi varsayilmaktadir (Perez-Caballero ve dig,.
2019). Baslangigta dopamine gore serotonin ve noradrenalin eksikliginin 6n planda
olup olmadig tartisilmistir. Giliniimiizde ise hastadaki semptomlara bagli olarak
farkli norotransmitterlerin olaya katilabilecegi ve c¢esitli beyin devrelerindeki her ii¢
ndrotransmitter sisteminin islev bozuklugunun olabilecegi o6ne siiriilmektedir.
Monoamin hipotezinin ilk tanimi bu norotransmitterlerin diizeyini diisiiren ilaglarin
depresyona neden oldugunu gosteren gozlemlere ve antidepresan ilaglarin bu
monoaminlerin bir yada daha fazlasimin diizeyini artirmasina dayanmaktadir
(Kayaalp, 2012; Perez-Caballero ve dig, 2019). Bu hipoteze gore, monoamin
norotransmitterlerin “normal” miktarindaki azalmanin depresyon belirtilerine yol
actig1 fikri mevcuttu. Ancak giiniimiizde bu hipotez monoaminler ile duygudurum
bozukluklar1 arasindaki iliski ag¢isindan halen direk olarak kanitlanamamustir.
Karmasik ve kafa karistirici sonuclar aragtirmalarin siirmesine neden olmustur (Stahl,
2015). Monoamin hipotezi ile ilgili iki 6nemli sorun séz konusudur: serotonin ve
noradrenalin sistemi iizerinden etki eden higbir antidepresana yanit vermeyen
direncli depresyon olgularinin olmasi ve monoaminler iizerine zit etkiye sahip bazi
ilaglarin antidepresan etkiye sahip olmasi (Uzbay, 2005; Perez-Caballero ve dig.,
2019).

1.1.2.2. Monoamin reseptor hipotezi ve gen ekspresyonu

Monoamin hipotezi ile ilgili bahsedilen zorluklardan 6tiirii duygudurum bozukluklari
ile ilgili hipotezin odagi monoamin yapili ndrotransmitterlerden onlarin
reseptorlerine ve bu reseptorlerdeki akis asagr molekiiler olaylara kaymistir. Bu
hipotez monoamin reseptorlerindeki anormalligin depresyona yol agtigin
varsaymaktadir. Monoamin reseptor hipotezi, isi monoamin deplesyonu hipotezinden
bir adim ileri gotiirerek norotransmitter eksikliginin postsinaptik norotransmitter

reseptorlerinin kompensatuvar mekanizma ile upregiilasyonuna neden oldugunu ileri
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stirer. Bu hipoteze ait direk kanit eksiktir. Ancak intihar eden depresyon hastalarinda
yapilan postmortem ¢alismalarda frontal kortekste serotonin 5-HT2 reseptor
sayisinda artis oldugu gosterilmistir. Ayrica bazi beyin goriintiileme caligsmalari
depresyondaki hastalarda serotonin reseptor anormallikleri oldugunu ortaya koymus
olmakla beraber, bu yaklasim depresyondaki monoamin reseptorlerindeki kalici ve
yinelenen molekiiler lezyonlarin saptanmasinda basariya ulasamamistir (Stahl, 2015).
Giliniimiizde bu hipotezin dogrulugunu kanitlayan direkt kanit eksikliginden otiirii,
normal miktarda norotransmitter ve reseptor varliginda da depresyon gelisebildiginin
gosterilmesiyle ndrotransmitterlerin downstream (asagi akis) sinyal doniisiimiinde ve
ndrotransmitterin postsinaptik néronunda bir yetersizlik olabilecegi olasilig1 iizerinde
durulmaktadir. Reseptor sonrasi sinyal donilisiimii silsileleri ve buna uygun gen

ekspresyonu gibi molekiiler olaylar da arastirilmaktadir (Stahl, 2015).

1.1.2.3. Major depresif bozuklukta noroinflamatuvar hipotez

Major depresif bozuklukdaki hipotezlerin direkt kanit eksikliklerinden otiirii son
yillarda yeni hipotezler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bu konudaki yeni ¢aligmalarda
Major depresif bozuklukta proinflamatuvar sitokin diizeylerinin yiikseldigini
gosteren bulgular ortaya konmustur. Strese yanit olarak IL-1, IL-6 ve TNFa gibi
proinflamatuvar sitokin diizeylerinde artis sonucu norotransmitter mekanizmalarinda
degisiklikler oldugu gosterilmistir (Liberman ve dig., 2018). Sitokinler o6zellikle
serotonin olmak iizere monoamin metabolizmasinda degisikliklere yol agmaktadir.
Diger yandan artan proinflamatuvar sitokinlerin noronlar {izerinde norotoksisiteye
yol agan asir1 glutamat salinimina neden oldugu da gdsterilmistir. Ayrica BDNF gibi
norotrofik faktorler de {iretimi strese bagli olarak azalmakta, sinaptik plastisite
azalmaktadir. Strese bagl olarak gerceklesen bu degisiklikler depresif belirtilere yol
acmaktadir (Varma, 2014, Liberman ve dig., 2018).

1.1.3. Stres ve depresyon

Hipokampal alan ve amigdaladaki ndronlar normalde hipotalamo-pitiiiter-adrenal
(HPA) eksenini baskilar. Eger stres hipokampal ve amigdala néronlarinda atrofiye
yol agiyorsa, bu durum atrofik ndronlarmm hipotalamus {izerindeki baskilayici
etkilerini ortadan kaldirarak, HPA ekseninin asir1 etkinlik gostermesine yol agabilir.

Depresyonda artmis glukokortikoid diizeyleri ve HPA ekseninin feedback



inhibisyonuna duyarsizlagsmasini da iceren HPA ekseni anormallikleri bildirilmistir.
Bazi kanitlar yiiksek diizeylerdeki glukokortikoidlerin noronlar ilizerinde de toksik
etkili olabilecegini ve devamli stres altinda bu noronlarin atrofisine katkida
bulunabilecegi ve noroplastisite gelisebilecegi gostermistir (Stahl, 2015; Liberman ve
dig., 2018) Depresyon tedavisinde bugiin HPA anormalliklerini durdurmak amaciyla
CREF-1 reseptorlerini, vazopresin 1B ve glukokortikoid reseptorlerini hedefleyen yeni

antidepresan tedaviler denenmektedir (Stahl, 2015; Uzbay, 2007)

1.1.4. inflamasyon ve depresyon

Norojenezisin devam ettigi beyin bolgesi olan hipokampusta proinflamatuvar
sitokinlerin  diizeyinin artmasimin nodrojenezisi inhibe ettigi gosterilmistir.
Inflamatuvar aktivite artis1 sirasinda mikroglialardan IL-6 salindigi, artan TNFo
diizeylerinin beyinde progenitor hiicreler iizerinde antiproliferatif etki yaptigi
gosterilmistir. Beyinde depresyon sirasinda bu sekilde artan inflamatuvar aktivitenin
ozellikle hipokampus bolgesindeki norojenezisi olumsuz etkiledigi gosterilmistir

(Capuron and Miller, 2011).

1.2. Ogrenme ve Bellek

Genler ve cevrenin etkilesimi ile ortaya c¢ikan davranislarin etkilenmesindeki en
onemli cevresel mekanizma ogrenme ve bellektir. Ogrenme diinya hakkindaki
bilginin kazanilma islemi, diger bir deyisle deneyime dayanarak davranisi degistirme
yetenegidir. Bilginin kodlanmasi, depolanmasi ve daha sonra tekrar bilingli veya
bilingsiz diizeyde hatirlanmasi ise bellek’tir. Ogrenme ve bellek olaylari birbiriyle

iliskilidir (Barrett ve dig., 2015; Kandel ve dig., 2013).

1.2.1. Bellegin tipleri

Bellek tipleri farkli sekillerde siiflandirilsa da en yaygin siniflandirmaya gore kisa
stireli, orta uzun stireli ve uzun siireli bellek olarak gruplandirilir. Kisa siireli bellekte
anilarimiz saniyeler ya da en c¢ok dakikalar siiresince hatirlanabilirken, orta uzun
sireli bellekte bu siire gilinler, haftalarla ifade edilir. Sinapslarda yapisal
degisikliklerin sonucu gelisen uzun siireli bellekte ise bir an1 yillar boyu hatta yasam
boyunca hatirlanabilir (Guyton ve Hall, 2017; Barrett ve dig., 2015). Bu genel

smiflandirmanin diginda bellegin igerigine gore episodik bellek, semantik bellek



(Dere ve dig., 2006) olarak ya da saklanan bilgi tipine goére bilgi verici bellek ve
beceri ile ilgili bellek gibi farkli siniflandirmalar da vardir (Guyton ve Hall, 2017).
Diger alt bellek tipleri deneysel hayvan calismalarinda olgiilebilen uzaysal ve
duygusal belleklerdir (Phelps ve LeDoux, 2005).

1.2.2. Norotransmitterlerin 6grenme bellek fonksiyonlariyla ilgili santral sinir

sistemindeki temel fizyolojik rolleri

Ogrenme ve bellek siirecinde beynin 6zgiil boliimlerinde uyarinmn ve bilginin
nakledildigi bolgeler olan sinapslardaki norokimyasal ileti lizerinde stimiile veya
inhibe edici etkileri olan ¢esitli norotransmitter sistemleri bulunmaktadir. Bu
ndrotransmitter sistemlerinin basinda asetilkolin gelmektedir. Asetilkolin normal
bellek islevinde temel bir role sahiptir (Yiiksel, 2007). Kolinerjik sistem ve 6zellikle
septumdan orijin alarak hipokampusa projeksiyon yapan kolinerjik noronlarin
olusturdugu “septohipokampal yolak™ 6grenme ve kisa siireli bellek fonksiyonlarinin
diizenlenmesi ve yiiriitiilmesi ile iliskilidir (Uzbay, 2004b). Alzheimer hastaliga da
dahil olmak {izere c¢esitli demanslarda kolinerjik noronlarda dejenerasyon
gosterilmistir. Diger yandan antikolinerjik yan etkili ilaglarin bellek bozukluklarina
yol actigt ya da varolan bozukluklarin artmasina neden oldugu bilinmektedir

(Kayaalp, 2012; Uzbay, 2004b, Yiiksel, 2007).

Glutamat, beyinde hipokampus ve kortikal asosiyasyon alanlarinda yogun bir sekilde
bulunan eksitator bir ndrotransmitter olup bellekte onemli bir iglevi vardir (Yiiksel,
2007). Hipokampusta 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda 6nemli islevi olan LTP
(long-term potentiation) sirasinda glutamat reseptdr alt tiplerinden biri olan NMDA-
reseptor aktivitesi gerekmektedir (Hardman ve dig., 2001). Glutamaterjik asiri
uyarinin ise ndrotoksisiteye yol agarak Alzheimer tipi demans gelismesine katkida
bulundugu gosterilmistir (Kayaalp, 2012). Strese bagl olarak ortaya ¢ikan bellek
hasarinda da hipokampus ve prefrontal korteks bolgelerinde glutamat diizeyinin
artiginin katkisinin oldugu onceki ¢alismalarda gosterilmistir (Moghaddam ve dig.,
1994).

Biligsel islevlerde rolii oldugu bilinen diger bir ndrotransmitter, duygudurum
olusumunda 6nemli role sahip serotonin’dir (Yiiksel 2007). Raphe niikleusundan

cikan serotonerjik lifler talamus, hipotalamus, limbik sistem, striatum, serebral
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korteks ve serebelluma projeksiyonlar yapmaktadir (Uzbay, 2004a). Serotoninin
ogrenme bellegi artiric1 etkisine 5-HT2A reseptorlerinin aracilik ettigi, Alzheimer
tipi demansta beyinde 5-HT2A reseptor diizeyinin azaldigi, raphe niikleusunda

noronal kayip oldugu gosterilmistir (Kayaalp, 2012; Yiiksel, 2007).

Duygudurumun olusmasinda énemli rolii olan noradrenalin’in bir yandan bellekle ile
ilgili islevleri vardir. Beyinde noradrenerjik yolaklarin merkezi olan lokus
seruleus’dan orijin alan noradrenerjik lifler, mediyal 6n beyin demetine katilarak
limbik sistem, hipotalamus ve kortekse projeksiyon yapar. Noradrenerjik aktivitenin
azalmas1 sonucu depresyon gelistigi, dikkat ve konsantrasyonun azaldigi ve bellekte
yetersizliklerin gelistigi bilinmektedir. Orta diizeydeki noradrenalinin bellegi fasilite
ettigi ancak stres sirasinda yiiksek diizeylere ¢ikan noradrenalinin ise bellege zarar

verdigi gosterilmistir (Stahl, 2015; Uzbay, 2004b).

Ogrenme ve bellegin farkl: tiplerinde gerceklesen ndronal modiilasyonda rol oynayan
diger bir norotransmitter dopamin’dir. Dopamin de duygudurum olusumundaki
komponentlerdendir. Santral sinir sisteminde dopaminerjik iletide gorev yapan néron
yolaklarindan olan mezolimbik ve mezokortikal yolaklar, kismen limbik sistemde
kismen de beyin korteksinde sonlanmaktadir (Kayaalp, 2012). Beyindeki 6zgiil
bolgelerde LTP nin gerceklesmesinde endojen dopamin modiilatdr rol oynamaktadir.
Dopaminin hipokampal ve prefrontal néronal aktivitelerdeki modiilasyonu uzaysal
ve calisan bellek gelismesine katkida bulunmaktadir. Striatal bolgedeki eksikligi ise

parkinsonda gelisen biligsel bozukluklardan sorumludur.

Nitrik oksidin (NO) serebellum, striatum, hipokampus, serebral korteks ve
hipotalamus gibi beyin boélgelerindeki asirimin modiilasyonunda rol oynadigi,
o0grenme ve bellek fonksiyonlarina katkida bulundugu gosterilmistir. LTP sirasinda

NO retrograd mesajct olarak 6grenme islemine katilmaktadir (Kirchner ve dig.,
2004).

Beyinin ana inhibitdr nérotransmitteri olan GABA’nin da, 6grenme islevinin yogun
bir sekilde gergeklestigi hipokampus bolgesinde glutamat NMDA reseptorleri ile zit
yonde calistigi gosterilmistir.  GABA-erjik ajanlarin  bellegi bozdugu ortaya
konmustur (Reis ve dig., 2009).



1.2.3. Bellek siirecinde beynin 6zgiil boliimlerinin rolleri

Bellek siirecinde rol oynayan beyin bdolgeleri birbiriyle etkilesen sistemler biitiinii
olan limbik sistemde yer almaktadir. Limbik sistem, hipokampal formasyon, medial
prefrontal korteks, nukleus akumbens ve amigdalaoid kompleksten olugmaktadir
(Morgane ve dig., 2005). Limbik sistemi olusturan sistemler arasinda kisa siireli
bellegin uzun siireli bellege donligmesinde ve bilginin depolanmasinda o6zellikle
hipokampal formasyonun iglevi oOnemlidir. Hipokampus, yeni bilginin
depolanmasinda 6nemli rol oynayan limbik 6diillenme ve cezalanma sisteminden
¢ikan 6nemli yollardan biridir (Guyton ve Hall, 2017). Bellegin depolanmasi ve
bilginin kazanimi i¢in gerekli olan korku yanitinin iglenmesi ve duygusal islemler
sonucu gelisen kosullu deneyimlerin olusumu icin gerekli diger bir limbik yap1

amigdaladir (Phelps ve LeDoux, 2005).

1.2.4. Noroplastisite
1.2.4.1. Noroplastisitenin beyinde gerceklestigi bolgeler

Noroplastisite, cesitli i¢ ve dis uyaranlara bagli olarak beyindeki néronlarin ve
bunlarin olusturdugu sinapslarin yapisal 6zellikleri ve islevlerindeki degisiklikler
olarak tanimlanir. Yas ilerledikge sinaps sayilarinda azalma olmakla birlikte,
giiniimiizde norojenezis mekanizmalar1 ile yeni ndronlarin olustugu ve varolan
noronlarin noroplastisite mekanizmalar1 ile kendilerini yeniledikleri bilinmektedir.
Noroplastisite santral sinir sisteminin endojen ve ekzojen uyarilara adaptasyonunu

saglamaktadir (Uzbay, 2005).

Noroplastisitesi en yiiksek beyin bolgesi hipokampustur. Her tiirlii zihinsel egzersiz
sirasinda hipokampal hacimde artis oldugu, siirekli stres durumunda ise hipokampal

hacimde ve norojeneziste azalma gergeklestigi gosterilmistir (Stahl, 2015).

1.2.4.2. Noroplastisite sirasinda hiicre icerisinde gerceklesen biyokimyasal

olaylar ve noronal mekanizmalar

Noronlarin hayatta kalmalar1 ve yasamlarini siirdiirmeleri sirasinda beyindeki
norotrofik faktorlerin ¢ok Onemli rolleri vardir. Santral sinir sisteminde bir¢ok
norotrofik faktdr bulunmakla birlikte, 6zellikle BDNF detayli bir sekilde incelenmis,
bilissel fonksiyonlar sirasindaki rolii ortaya konmustur (Uzbay, 2005). Kendileri
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norotransmitter gorevi yapmasalar da, noronlarin gelismesi ve kendilerini
yenilemesine yardimci olurlar. Norotrofik faktorlerin ekzojen ya da endojen

nedenlerle eksilmesi, santral sinir sisteminde bir grup néronun 6liimiiyle sonuglanir

(Uzbay, 2005).

Noroplastisitenin ger¢eklesmesi igin gerekli olan norotrofinlerin sentezinde gerekli
olan CREB proteininden (cAMP responding element binding protein)
bahsedilmelidir. CREB proteini, SAMP’nin protein kinaz A’y1 aktive etmesine
aracilik eden, transkripsiyon faktorii gibi hareket eden bir proteindir. Adrenerjik ve
serotonerjik reseptorlerin uyarilmasiyla aktive olan protein kinazlar CREB proteinini
fosforile ettiklerinde noroplastisite i¢in gerekli olan bazi proteinlerin transkripsiyonu
ve iiretimi artar (Stahl, 2015; Tolbert ve dig., 2003). Antidepresan ilaglarla tedavi
sirasinda  CREB proteininin  arttifini, bu artist limbik sistemde oOzellikle de
hipokampusta BDNF diizeyinin artisinin izledigini gosteren pek c¢ok c¢alisma
bulunmaktadir (Vinet ve dig., 2004). Antidepresan ilaglarla tedavi sirasinda etkinin
ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli olan 10-21 giinliik siireye esit bir siirede CREB proteini
diizeyinde artisin ortaya ¢ikmast da, CREB proteininin ve bu proteinin aktivasyonu
sonucu sentezi artan BDNF’nin depresyon tedavisindeki onemini desteklemektedir

(D’Sa ve Duman, 2002; Vinet ve dig., 2004).

1.2.4.3. Stres ve noroplastisite

Strese maruziyet sirasinda beyinin adapte olabilme yetenegi, kronik stres durumunda
bozulmaktadir. Beynin yeni kosullara adapte olma o6zelligindeki yetersizlik sonucu
noronlarda gelisen olumsuz remodelling (yeniden yapilanma) siireci sonucunda
depresyon gelisebilmektedir. Yapilan hayvan g¢alismalarinda kronik stres modelinin
hipokampus hacminde ve BDNF diizeyinde azalmayla karakterize ndrogeneziste
azalmaya yol agtig1 gosterilmistir. Noroplastisitede kronik stres sirasinda gelisen
olumsuz siirecin antidepresan ilag¢ tedavisi ile geri gevrildigi gosterilmistir. (Uzbay,

2005; D’Sa ve Duman, 2002).

1.2.4.4. Depresyon ve noroplastisite

Strese maruziyetin etkisiyle davramislarin degisebildigi, beyin yapilarinda
farklilagsmalarin olabildigi 1960°lardan itibaren ileri siiriilmiistiir. Strese yanit olarak

salman glukokortikoidlere ozellikle beynin hipokampus boélgesinin duyarliliginin
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yiiksek oldugu ortaya konmustur. Major depresif bozukluk durumunda
glukokortikoid diizeyinin yiikseldigi, bu artisin depresif belirtileri tetikledigi
bilinmektedir. Giinlimiizde stres yaratan durumlarda glukokortikoid ve glutamat
diizeylerinde artis oldugu gosterilmistir. Glukokortikoidlerin etkilerine duyarliligi
yilksek bir beyin bolgesi olan hipokampusta hacimde azalma gibi g¢esitli
degisikliklerin gerceklesmesi, noroplastisite ile depresyon iligkisinin dnemine dikkat
cekmektedir. Depresyon silirecinde monoaminlerin sinaptik etkinliklerindeki
degisikliklerin yanisira, hipokampal yap1 degisikliklerinin oldugunun ortaya konmasi
“depresyonda noroplastisite hipotezi” nin ortaya atilmasina yol agmistir. Bu hipoteze
gore depresyon sirasinda beyindeki hipokampus gibi 6nemli bolgelerde yapisal
degisiklikler sonucu yeniden yapilanma (remodelling) olustugu iddia edilmektedir.
Monoaminlerin ve glutamat gibi nérotransmitterlerin diizeylerindeki degisikliklerin
bu yeniden yapilanmaya bagli olarak goriilen degisikliklerle iligkili oldugu ileri
stiriilmiistiir. Antidepresan tedavileri ile bozulan monoaminerjik dengenin diizelmesi

sonucu remodelling siireci normal eski durumuna doner (Uzbay, 2005; Stahl, 2015).

1.3. Propolis

Propolis, ylizyillardir halk arasinda geleneksel ilag olarak kullanilan ar1 iiriini bir
karisimdir. Regineli ve yapiskan bir materyal olan propolis, bal arilar1 tarafindan
toplanmaktadir (Zabaiou ve dig., 2017). Eski Yunanca’daki pro (giris) ve polis
(sehir) kelimelerinden tiiretilmesinin nedeni, ar1 kovanlarinda bal arilarinin kovan
savunmast amactyla kullanmalaridir (Kumova ve dig., 2002). Toplandigi cografi
bolgeye, toplandig1 agacin cinsine, mevsime ve hatta ar1 cinsine bagl olarak farkl
kompozisyonlar i¢ermekle birlikte, propolisin i¢inde yaklasik 200 farkli bilesim
bulunmaktadir (Nanaware ve dig., 2017; Zabaiou ve dig., 2017). Propolis
bilesiminde bulunan maddelerin i¢inde Ozellikle fenolik asit esterlerinin,
flavanoidlerin ve terpenoidlerin propolisin tibbi etkileri bakimindan 6nemleri fazladir
(Zabaiou ve dig., 2017). Onceki c¢alismalarda kuvvetli antiviral, antibakteriyel,
antifungal, antikanser etkilere sahip oldugu gosterilen propolisin, son yillarda yapilan
calismalarda antiinflamatuar ve antioksidan etkiler gibi tedavi edici etkilerine
odaklanilmaktadir (Moreno ve dig., 2000; Banskota ve dig., 2001; Zhu ve dig.,
2018). Diger yandan alternatif tedavi yontemlerinin yogun bir sekilde arastirildigi

Alzheimer Hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarda da tedavi degerinin olup
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olmadigi arastirilmaktadir (Chen ve dig., 2008; Nanaware ve dig., 2017). Propolis
gegmisten giliniimiize ilag¢ olarak kullanilmaya devam edilmektedir (Zabaiou, 2017,
Kumova ve dig., 2002).

1.3.1. Propolisin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Propolis oda sicakliginda mum kivaminda elastik bir yap1 gosterirken, 30-40°C gibi
yiiksek sicakliklarda yumusayip yapiskan hale gelir ve 80°C de erimeye baglar.
Toplandig1 cografi bolgedeki bitki kaynagina bagli olarak rengi sari, yesil ve koyu
kahverengi olabilir. Suda diisiik miktarda ¢6ziinebilen propolis, eter, kloroform,
aseton gibi organik ¢oziiciilerde kismen, alkolde biiylik dl¢lide ¢oziinmektedir (Atik
ve Glimiig, 2017). Ham propolis tipik olarak %50 bitki reginesi, %30 mum, %10
esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polenler ve %5 diger organik maddelerden olusur.
Tiim propolis tiplerinin bilesenleri net bir sekilde ortaya konamasa da, propolis
recinesi i¢inde bulunan ana kimyasal gruplar; fenolik asitler ve esterleri, flavanoidler,
terpenler, aromatik aldehitler ve alkoller, yag asitleri, stilbenler ve beta-steroidlerdir
(Watanabe ve dig., 2011).

Propolis igerisinde bulunan maddelerden farmakolojik etkiden sorumlu olanlar
ozellikle flavanoidlerdir (luteolin, kuersetin, pinosembrin, naringenin, garbanzol,
alnustinol, daidzein ve medikarpin gibi). Diger yandan Tiirk propolisinde de yiiksek
oranda bulunan terpenoidlerin de (terpinol, kamfor, ferruginol, pimarik asit, lupeol
ve lanosterol gibi) biyolojik etkilerden sorumlu oldugu bilinmektedir. Tiirk
propolisinin ozellikle kafeik asit ve esterleri, pinobanksin, pinosembrin, diterpenik

asitler, aromatik asitler ve flavololler igerdigi gosterilmistir (Zabaiou ve dig., 2017).

Propolis, tibbi amagla alkoldeki ¢ozeltisi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Ancak oral yoldan aliminin kolayligi bakimindan son yillarda uygulanan yeni
formiilasyon teknikleriyle sudaki propolis ¢dOzeltilerinin = gelistirilmesi  ve

kullaniminin yayginlagsmasi s6z konusudur.

Bitki kaynagi, an tiirii, ar1 irk1 ve ayrica bolgenin ekolojik kosullar1 gibi faktorlere
bagli olarak propolisin icerigi farklilik gostermektedir. Yapisinda yaklagik olarak 200
bilesik, bal mumu, regine ve polen bulunmaktadir. Yapisindaki bilesiklerin bir

kisminin antibiyotik, antiviral, antimikotik etkiye sahip olduklari, antioksidan,
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antiinflamatuvar aktivite gosterdikleri saflagtirma ¢aligmalar1 sonucunda ortaya

konmustur (Kumova ve dig., 2002).
1.3.2. Propolisin antiinflamatuar etkisi

Propolisin antiinflamatuvar etki mekanizmasinin arastirildig1 ¢alismalarda trombosit
agregasyonunu onleyerek, prostoglandinler ve lokotrienler gibi eikazonoidlerin
sentezini inhibe ederek inflamasyonu 6nlemeye yardimci oldugu ileri siiriilmistiir.
Ozellikle propolis ¢ozeltisi i¢inde bulunan kafeik asit esterlerinin dihidrofolat
rediiktaz  enzim inhibisyonu sonucu antiinflamatuvar etki  olusturdugu
belirtilmektedir (Kleinrok ve dig., 1978; Strehl ve dig., 1994).

Tanaka ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 bir ¢alismada kolajen ile olusturulan fare
artrit modelinde propolis kullanildiginda belirgin derecede antiinflamatuvar etki elde
edilmistir. Yapilan diger bir calismada, LPS-aracili iiveit modeli olusturulan
sicanlarda propolis uygulamasinin gozdeki inflamatuvar siireci durdurarak iiveit
tablosunda gerilemeye yol agtig1 gosterilmistir (Ertlirkiiner ve dig., 2016). Cesitli
hayvan modellerinde propolisin antiinflamatuvar etkisi ile nodrodejeneratif

hastaliklarda yararli olabilecegi saptanmistir (Zhu ve dig., 2018).
1.3.3. Propolisin antioksidan etkisi

Propolis i¢in son zamanlarda {izerinde durulan 6zelliklerinden biri de antioksidan
etkisidir (Mohammadzadeh ve dig., 2007). Ozellikle propolisteki flavonoidlerin ve
kafeik asit esterlerinin antioksidan etkinligini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Rapta
ve dig., 1995; Zabaiou ve dig., 2017). Alkol-aracili karaciger hasari modelinde Kiiba
propolisinin makrofaj apoptozisini inhibe ederek ve TNF/NFkB yolagini modiile
ederek protektif etki yaptigir gosterilmistir (Claus ve dig., 2000). Diger bir ¢alismada
Portekiz propolisinin fenol igeriginin yiiksek oldugu ve onemli diizeyde serbest
oksijen radikali tutan etkisinin oldugu ortaya konmustur (Miguel ve dig., 2010).
Insan eritrosit hiicrlerine Portekiz propolisin antioksidan etkisi iizerine yapilan bir
baska caligmada, serbest radikalleri savan ve lipid peroksidasyonunu dnleyen etkisi
gosterilmistir (Valente ve dig., 2011). Propolisin antioksidan etkisinin in vitro
tekniklerle arastirildigi ¢aligsmalarda da antioksidan 6zelliginin varligi gosterilmistir.

Bu calismalardan biri etanolik propolis ekstresi ile yapilmis ve cesitli insan timor
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hiicre hatlarinda (glioblastoma, over ve kolon kanseri) giiglii bir sekilde serbest
oksijen radikali tutucu etki gosterilmistir (Alencar ve dig., 2007; de Mendonga ve
dig., 2015). Sigara maruziyeti sonucu olusan akut akciger inflamasyonlu C57BL/6
tipi farelerde ectanolik propolis ekstresinin oksidatif stres diizeyini distirdiigi,
stiperoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzim diizeylerini ise yiikselttigi tespit

edilmistir (Lopes ve dig., 2013).
1.3.4. Propolisin norodejeneratif ve depresif hastaliklardaki etkisi

Ozellikle oksidatif hasara bagli olarak gelisen ndrodejeneratif hastaliklarda hala tam
bir tedavi bulunmamaktadir ve gilinlimiizde alternatif tedavi metotlari
aragtirtlmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarda antioksidan 6zelligi olan propolisin
profilaktik olarak kullanilabilecegi, hatta bazi durumlarda potansiyel terapdtik ilag
olabilecegi ileri suiriilmiistiir. Reis ve arkadaslarimin (2014) ratlarda yaptiklar1 bir
calismada propolisin yagli ekstresinin antioksidan aktivitesiyle beraber SSS’de
stimiilan, anksiyolitik ve antidepresan etkilerinin oldugunu gostermislerdir. Lee ve
arkadaslarmin (2013) Kore propolisinin etanolik ekstresi ile yaptiklari diger bir
calismada, ayrica propolisin glukokortikoid reseptdr fonksiyonunu artirarak
antidepresan etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Li ve arkadaslari (2012) ise
terpenoidlerden zengin Brezilya propolisinin hipotalamo-hipofizeal eksenini modiile
ederek anksiyeteye karsi terapotik etki sergiledigini gostermislerdir.

Insan néroblastoma SH-SYSY hiicre hatt1 kullanilarak yapilan in vitro bir ¢alismada
propolisin H,O, aracili sitotoksisiteyi anlamli sekilde azalttigi, reaktif oksijen
radikallerinin diizeyini diistirdiigii gosterilmistir (Ni ve dig., 2017). Tiim bu bulgular
propolisin Alzheimer hastalig1 ya da yaslanma sirasinda noronlarda meydana gelen
norodejenerasyondan koruyabilecegini desteklemektedir (da Silveira ve dig., 2016).
Chen ve arkadagslarinin (2008) Cin propolisi ile yaptiklar bir ¢alismada skopolamin
ile olusturulan biligsel fonksiyon hasarinda, hipokampustaki asetilkolin esteraz
aktivitesini inhibe ederek 6grenme bellek fonksiyonunu diizelttigini géstermistir.
Propolisin i¢inde bulunan bir flavanoid olan pinosembrinin beta-amiloid peptit
birikimini inhibe ettigi hem in vivo hem de in vitro tekniklerle gdsterilmistir (Liu ve
dig., 2014). Parkinson gibi diger norodejeneratif hastaliklarda propoliste bulunan
KAFE’nin noérodejenerasyonu azalttigt MPTP ile olusturulan fare Parkinson

modelinde gosterilmistir (Fontanilla ve dig., 2011).
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1.3.5. Propolisin diger tibbi alanlarda kullanim

Propolis, ¢ok cesitli kimyasal maddeler i¢ermesi, antibakteriyal ve antioksidan
etkisinden dolay1 ilag, kozmetik, gida sanayii ile apiterapi merkezlerinde de ¢ok

yonlii olarak kullanilan bir maddedir.

Gecgmisten giiniimiize propolis kardiovaskiiler hastaliklar, solunum yollari
enfeksiyonlari, dis sagligi, deri tedavileri (doku yenileme, iilser, egzama), yara
tedavileri 6zellikle (yanik yaralar (mycosis)), miikoz zar enfeksiyonlar1 ve lezyonlari,
kanser tedavisi, bagisiklik sistemi tedavisi ve sagligi ve sindirim rahatsizliklarinda

kullanilmigtir (Dogan ve Hayoglu, 2012).

Ayrica deney hayvanlarinda yapilan caligmalarda propolisin, santral sinir sistemi
uyarici etkisi, anksiyolitik ve antidepresan etkileri ortaya konmustur (Reis ve dig.,
2014; Filho ve dig., 2016). Son yillarda popiileritesi artan propolisin yeni bir tibbi

kullanim alant ile ilgili ¢alisma sayis1 her gecen giin artmaktadir.

16



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deneyde Kullamilan Hayvanlar ve Deney Gruplari

Calismada Wistar albino soyu erkek siganlar (250-350 g) kullanildi. Deney
hayvanlar1 Kocaeli Universitesi Deneysel Tip arastirma ve Uygulama Biriminden
alindi. Deney hayvanlari, sicakligi 22 + 2 °C’de, nemi % 55 — 75 oraninda korunan
ve 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik periyoduna sahip bir ortamda normal yemle, su
kisitlamasi olmaksizin beslendi. Bu diizendeki standart gece—giindiiz dongiisii stres
gruplarindaki hayvanlar i¢in, Kronik 6ngoriilmeyen hafif stres uygulamasi sirasinda
deney protokoliine uygun sekilde diizenlendi. Calisma Kocaeli Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 30.11.2017 tarih ve KOU HAYDEK 11/8-
2017 karar numarasi ile onayland1 (Ek-A).

Calismanin davranis deneyleri kismi1 Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Birimi (DETAB)’da yapilmigtir. Biyokimyasal analizler Kocaeli
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde ve Kok Hiicre Anabilim
Dali’nda yapilmistir.

Deney hayvanlar esit olarak dort gruba ayrilmistir;

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

2. Kontrol+Propolis grubu (n = 10): Herhangi bir stres prosediiriine maruz kalmadi.
35 giin boyunca giinde bir kez 100 mg/kg dozunda propolis oral yoldan uygulandi
(0,1 mL/10 g viicut agirlig).

3. Stres grubu (n=10): 35 giin boyunca kronik &ngoriilemeyen stres modelindeki
stresOrlere maruz kaldi.

4. StrestPropolis grubu (n=10): 35 giin boyunca kronik Ongoriilemeyen stres
modelindeki stresorlere maruz kalirken giinde bir kez 100 mg/kg dozunda propolis

oral yoldan uygulandi.

2.2. Deneyde Kullanmilan Maddeler

Propolisin sudaki ¢ozeltisi Aksu Vital Dogal Uriinler Anonim Sirketi tarafindan 10

mg/mL konsantrasyonunda hazirlanarak, ekstrenin konsantrasyonu ve igerigi Gaz
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Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS, Agilent 7890A, 5975 MS; kolon:
HP-5 (30mX0,25 mm;0,25 um kalinlik); Tastyict gaz: Helyum). Siganlara propolis
ekstresi her giin 100 mg/kg dozunda oral yoldan uygulanda.

2.3. Deney Gruplarma Uygulanan Davrams Modelleri ve Testleri

2.3.1. Kronik ongoriilemeyen stres modeli

Calismada depresyon modeli olarak, Willner P. tarafindan tanimlanan, Kronik
ongoriilmeyen stres prosediirii asagidaki gibi uygulanmistir (Willner ve dig., 1992);
1) Sicak suda yiizdiirme (45°C/ 5 dakika)

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

3) Kafes sallama (10 dakika)

4) Giindiiz/gece dongiisiiniin ters ¢evrilmesi (24 saat)

5) Kuyruktan asma (1 dakika)

6) Kafes egimlendirme (45°C/24 saat)

7) Kafesler arasi1 deney hayvani degistirme (48 saat)

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

ortalama 250 ml su kullanarak/24 saat)

Yukarida belirtilen stres prosediirii 3. ve 4. grup deney hayvanlarina 35 giin boyunca
her giin uygulanmistir. Her bir stres prosediirii 6-7 kez kullanilmistir. Deney
hayvanlarimin uygulanan stres prosediiriinii 6ngormesini engellemek amaciyla ayni
prosediir iki giin {ist iiste uygulanmamistir. Ayrica stres prosediirii her giin farkl
zaman dilimlerinde uygulanmigtir. Stres modelini olugturmaya baslamadan once ve

35 giinliik maruziyet sonrasi si¢anlarin viicut agirliklar saptanmaigtir.
2.3.2. Lokomotor aktivite testi

Hayvanlarin i¢ine kondugu 40X40 boyutunda, kare bi¢ciminde, seffaf plastik
malzemeden yapilmis hayvanlarin kattettigi mesafenin ve hareketlerinin sayisinin
izlendigi bir deney diizenegidir. Hayvanin hareket etmesi, cihazda bulunan sensorler

vasitastyla algilanir ve program sayesinde kaydedilir.
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Sekil 2.1. Lokomotor aktivite testinde kullanilan diizenek

2.3.3. Zorunlu yiizme testi

Deney prosediirii daha 6nce Porsolt ve arkadaslar1 (1977) tarafindan tanimlanan
sekilde dizayn edilmistir. Zorunlu ylizme testinde denekler i¢i 30-31 cm yiiksekligine
kadar su (25 £ 1°C) ile doldurulmus 40 cm yiiksekliginde 14 cm ¢apinda silindir
fanuslar icerisine yavas¢a birakilmistir. Denekler ilk giin deney ortamina aligmalari
ve 0grenmeleri i¢in 15 dakika, ikinci giin ise sonuglarin kaydedilmesi i¢in 5 dakika
boyunca ylizdiiriilmiistiir. Toplam hareketsizlik (basin1 suyun disinda tutmaya
yetecek kadar kiiciik hareketler yapmak disinda hareketsiz kalma davranisi) siireleri
video kaydi yardimiyla kaydedilmistir.

Her bir hayvandan sonra fanuslarin i¢erisindeki su degistirilmis ve fanustan alinan
hayvanlar bir havlu yardimiyla kurutularak sicak bir ortama alinmistir (Petit-
Demouliere ve dig., 2005). Sicanlarin hareketsiz kalma siirelerinin uzamasi
depresyonun  Onemli  belirtilerinden  biri  olan  ¢aresizlik  davranisiyla
iliskilendirilmekte ve depresyon-benzeri davranis olarak yorumlanmaktadir. Diger
taraftan antidepresan tedaviler ile hareketsiz kalma siirelerinin  kisaldigi

bilinmektedir.
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Sekil 2.2. Zorunlu yiizme testinde kullanilan diizenek

2.3.4. Siikroz tercih testi

Zevk alamama (Anhedoni), major depresyonun temel belirtilerinden biridir ve deney
hayvanlarinda anhedoni siikroz tiiketim testi ile Ol¢iilmektedir (Jayatissa ve dig.,
2008). Siikroz tercih testi prosediirii daha once Sarkisova ve arkadaslar1 (2010)
tarafindan tanimlanan sekilde uygulanmistir. 35 giinliik stres uygulamasinin ardindan
6 giin boyunca kafeslere iki tane su sisesi yerlestirilmistir. Bu siselerin birine %20°’lik
stikroz ¢ozeltisi digerinde ise ¢esme suyu doldurulmustur (200ml). Deney sirasinda
hayvanlar tek tek kafeslenmistir. ilk 5 giin siseler kafeslere 15’er dakika birakilmis

ve bu siirece hayvanlarin aligmasi saglanmastir.

6. giin 23 saat susuz birakilan hayvanlarin, 1 saat boyunca siselere erisimi saglanmig
ve su/siikroz ¢ozeltisi tiiketimi kaydedilmistir. Ardindan deney hayvanlarinin siikroz

tercihi ((slikroz ¢ozeltisi [g] / (siikroz ¢ozeltisi [g]+su [g]) x100) hesaplanmustir.
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Sekil 2.3. Siikroz tiikketim testinde kullanilan diizenek

2.3.5. Morris su labirenti testi

Morris’in su labirenti deneyi, sicanlar i¢in tankin c¢apt 160 cm, derinligi 50cm,
yiiksekligi 50cm ve suyun sicakligi ortalama 25°C’de olan su ile doldurulmus ve
suyun yiizeyinde plastik malzemeden yapilmis boncuklardan olugsmaktadir. Caligma
yapilan odada duvarlarda hayvanin gorebilecegi sekilde ti¢ farkli bolgede objeler
yerlestirilir. Tank iginde sicanin yiizerek bulabilecegi sekilde su seviyesinin 1cm
asagisina gelecek sekilde, bolgelerden birinde 12cm ¢apinda silindir platform

yerlestirilir.

Deney sirasinda hayvanlarin 6grenme deneyi arka arkaya dort giinde yapilmistir.
Siganlar bu dort giinde dort farkli yonden kendi becerileriyle platformu bulmalari
saglanmistir. 60 saniye igerisinde platformu bulamayan hayvanlar 20 saniye boyunca

platformun iizerine konarak platformu tanimalar1 saglanmistir.

Herbir hayvan igin platformu bulana kadar gecen siire kayit edilmistir. Son giin olan
besinci glin herbir sican tek bir noktadan birakilarak doksan saniye boyunca

platformun bulundugu bélgede gecirdigi siire kaydedilmistir (Brandies ve dig. 1989).
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Sekil 2.4. Morris su labirenti testinde kullanilan diizenek

2.3.6. Pasif sakinma testi

Bu deneyde siyah karanlik bir boliim ve beyaz aydinlik bir boliimii bulunan tabani
metal 1zgara seklinde, aydinlik ve karanlik bolmeler arasinda otomatik agilabilen bir
kapt olan diizenek kullanilmistir. Hayvanlar aydinlik bdlmeye konmus, sicanlar
karanlikta aktif canlilar oldugundan karanlik bolmeyi tercih etmeleri beklenmistir
(300 saniye igerisinde karanlik bolmeye ge¢meyen hayvanlar deney dist
birakilmistir). Karanlik bolmeye gecen hayvanlarin ayaklarina metal 1zgara sayesinde
belirlenen siirede ¢ok diisiik miktarda elektrik soku uygulanmistir. Ertesi giin yani 24
saat sonra tekrar hayvan aydinlik bolime konur ve kapi otomatik agilmig, hayvan
karanlik bolme yerine aydinlik bdlmeyi se¢gmesi ve burada zaman gegirmesi pasif

sakinma olarak kabul edilmistir (Saghal, 1993).
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Sekil 2.5. Pasif sakinma testinde kullanilan diizenek

2.4. Biyokimyasal Testler

Davranig deneylerinin tamamlanmasinin ardindan hayvanlar sakrifiye edilerek kan
ornekleri toplanmistir. Toplanan kan Orneklerinden ayirilan serumlarda asagidaki

analizler gerceklestirilmistir.

2.4.1. Serum TNFa diizeylerinin analizi

Serum TNFa diizeylerinin tayini igin TNFa ELISA Kkiti (Invitrogen Rat TNF alpha
Coated ELISA Kit, Vienna, Austria) kullanildi. Kit protokoliine uygun olarak temin
edilen kanlar serum ayirma tiipleri kullanilarak ayrildi. Ornekler kullanilincaya kadar
-80°’de saklandi.

ELISA prosediiriine baslamadan 6nce serum ornekleri ve ELISA kiti 30-60 dakika
oda 1s1sinda birakildi. Daha sonra Biotin antikoru ve Streptavidin-HRP kit igerisinde
bulunan diliisyon soliisyonlart kullanilarak 1:100 seyreltme orani ile seyreltildi.
Yikama soliisyonu ve analiz soliisyonu da distile su kullanilarak 1:20 oraninda
seyreltilerek hazirlandi. Prosediire uygun olarak o6rnek diliisyon soliisyonu

kullanilarak standartlar hazirlanilanildi. flk asamada, plate kuyularina kér igin 100
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uL ornek diliisyon soliisyonu, standartlar i¢cin 100 pL belirli oranlarda diliie edilmis
standartlar, serum ornekleri i¢cin 50 pL 6rnek diliisyon soliisyonu ve 50 pL serum
ornekleri belirlenen kuyulara ayr1 ayr1 eklendi ve sonrasinda her kuyuya 50 pL biotin
antikoru eklenerek oda sicakliginda 400 rpm’de ayarlanmis bir mikroplate
calkalayicida 2 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucu kuyular
bosaltilarak dort kere yikama soliisyonu ile yikama yapildi. Dordiincii yikamadan
sonra kuyularin her birine 100 pL Streptavidin-HRP eklenerek oda sicakliginda 400
rpm’de mikropleyt c¢alkalayicida 1 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan kuyular
bosaltilarak dort kere yikama soliisyonu ile yikama gergeklestirildi. Dordiincii
yikamadan sonra kuyular bosaltilarak 100 uL TMB substrati eklenerek karanlik
ortamda 10 dakika reaksiyonun gergeklesmesi beklendi. Reaksiyonun
sonlandirilmasi icin 100 pL stop soliisyonu eklenerek 5 dakika i¢cinde 450 nm dalga
boyunda ELISA Plate okuyucu da absorbanslar okundu. Standartlarin absorbanslari
kullanilarak standart egri grafigi c¢izildi ve serum Orneklerinin hesaplamalari

yapilarak sonuglar degerlendirildi.

2.4.2. Serum Kortikosteron diizeylerinin analizi

Stres belirteci olarak kan &rnekleri kullanilarak kortikosteron miktar1 ELISA ile
Olgiildii. Santrifiij ile kanmn serum kismi ayrildiktan sonra kortikosteron protein
miktar tayini i¢in sandvic yaklagimi temelli ELISA kiti (Shanghai SunRed Biotech)
kullanilarak iiretici firmanin onerdigi protokole gore gerceklestirildi. Kisaca, 40 pL
ornek ve 10 pL antikor deney s1visi icerisine eklenerek 37°C’de, 60 dk inkiibe edildi.
Yikama ve kromojen ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi
ve asidik ¢ozelti eklenerek reaksiyon durduruldu. Olusan renk degisiminin 6l¢iilmesi
icin Ornekler 450 nm dalga boyunda sogurmasi spektrofotometrede (SpectraMax
Microplate Reader, Moleculer Devices, Downingtown, PA, USA) belirlendi.

Sonuglarin normalizasyonu i¢in toplam protein miktart BCA yontemiyle 6l¢iildii.

Toplam protein Ol¢timii icin BCA yontemi kullanildi. %1 BCA ¢ozeltisi (Sigma) ve
%4 bakir siilfat (Sigma) ¢ozeltisi 50:1 oraninda 6nceden karistirilarak yesil renkli
soliisyon elde edildi. 20 uL 6rnek ve 200 uL BCA soliisyonu 96-kuyucuklu
platelerde, 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Protein varliginda mor renge doniisen

stvinin 562 nm dalga boyunda sogurmasi VIS-spektrofotometresi (VersaMax,
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Molecular Devices, ABD) kullanilarak belirlendi. Ol¢iimlerde BSA ¢ozeltisi (0,5
pg/mL — 3,0 pg/mL) standart olarak kullanildi.

2.5. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirmesi

Lokomotor aktivite deneyinin sonuglari, total lokomotor aktivite olarak; zorunlu
ylizme testinin sonuglar1 immobilite siiresi olarak; siikroz tercih testinin sonuglari, %
stikroz tercih, olarak; viicut agirliklar1 gram olarak; Morris su labirenti testinin
sonugclari, kagis latansi ve platform kadraninda gecirilen zaman olarak; pasif sakinma
testinin sonuglari, retansiyon siiresi olarak degerlendirildi. Biyokimyasal 6l¢iimlerde
serum TNFa diizeyleri pg/mL olarak, serum kortikosteron diizeyleri ng/mL olarak
verildi. Sonuglar “ortalama+standart hata” olarak verildi. Bu parametreler icin
gruplara ait sonuglar tek yonlii ve iki yonlii varyans analizi olarak bilinen ANOVA
ile analiz edildi. Gruplar arasinda anlamli fark varsa, farklilik post hoc Tukey testi
kullanilarak kiyaslandi. Tiim istatistiksel testlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Propolis Ekstresinin GC-MS Analizi Sonuglari

Propolisin sudaki ekstresi 10 mg/ml propolis igerecek sekilde Aksu Vital Dogal
Uriinler A.S. tarafindan deneylere baslanmadan 6nce taze bir sekilde hazirland.

Ekstrenin igerigi GC-MS metodu ile analiz edildi.

Tablo 3.1. GC-MS analizi sonuglarina gore propolis i¢eriginin ylizde dagilimi

Bilesen (Fenolik asit-flavonoid) Yiizde (%)
Pinocembrin 19,3045
Chrysin 10,9745
Tectochyrsin 9,51+5
Alpha bisabolol 5,77+5
Pinostrobin chalcone 3,75+5
Galangin 1,12+5
Diger safsizliklar 49 58+5
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Sekil 3.1. Propolis ekstresinin GC-MS analizi kromotogrami
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3.2. Davranis Deneylerinin Sonug¢lari
3.2.1. Lokomotor aktivite testi

Deney hayvanlarinin total lokomotor aktivitesi 35 giinliik kronik stres uygulamasinin
ardindan o6l¢iildii. Stres prosediirii ya da propolis uygulamasi kontrol grubuna gore

lokomotor aktivite degerlerini anlamli bir sekilde degistirmedi.
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Sekil 3.2. Lokomotor aktivite testinde stres veya propolis
uygulamasinin total lokomotor aktivite lizerine etkileri. Sonuglar
ortalama + standart hata olarak verildi (Her grup i¢in n=10)

3.2.2. Zorunlu yiizme testi

Zorunlu yiizme testinde kronik oOngiiriilemeyen stres uygulanan stres grubunda
immobilite siiresinde anlamli derecede artig goriildii (p<0,01). Bu artisin propolis
tedavisi alan grupta stres grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi bulundu (p<0,05).
Strese maruziyet ile immobil kalma siiresinde artis olarak goriilen c¢aresizlik

davranigini propolis uygulamasinin diizeltebilecegi gosterildi.
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Sekil 3.3. Zorunlu ylizme testinde stres veya propolis uygulamasinin
immobilite siiresi tizerine etkileri. **p<0,01 (Kontrol grubuna gore),
#p<0,05 (Stres grubuna gore). Sonuglar ortalama + standart hata
olarak verildi. (Her grup igin n=10)
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3.2.3. Siikroz tercih testi

35 giinliik stres maruziyeti sonrasi anhedoni-benzeri davranig 6l¢iimii i¢in uygulanan
stikroz tercih testinde stres grubunun degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0,0001). Strese maruziyet sirasinda
propolis tedavisi alan grupta ise azalan siikroz tercihi yiizdesi degerleri stres grubuna

gore anlaml diizeyde artarak (p<0,001), kontrol degerlerine geri dondii.
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Sekil 3.4. Siikroz tercih testinde stres veya propolis uygulamasinin
%stikroz tercih degerleri lizerine etkileri. ****p<0,0001 (Kontrol
grubuna gore), ###p<0,001 (Stres grubuna gore). Sonuglar ortalama +
standart hata olarak verilmistir (Her grup i¢in n=10)

3.2.4. Viicut agirhg:

Hayvanlarin viicut agirliklart deneylere baslamadan once ve stres uygulamasinin
sonunda Ol¢iildii. Her grup kendi baslangic agirliklart ile istatistiksel olarak
karsilastirildi. Viicut agirliklart kronik strese maruziyet sonrast anlamli diizeyde
azald1 (p<0,0001), propolis uygulamasinin ardindan ise kontrol degerlerine geri

dondii.
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Sekil 3.5. Viicut agirliklart tizerine stres veya propolis uygulamasinin
etkileri. ****p<0,0001 (Stres grubu ilk giin degerine gore), ###p<0,001
(Stres grubu son giin degerine gore). Sonuglar ortalama + standart hata
olarak verildi (Her grup i¢in n=10)
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3.2.5. Morris su labirenti testi

Sicanlarda uzaysal bellek parametrelerinin 6l¢timii i¢in uygulanan Morris su labirenti
testinde besinci giinde uygulanan probe testinde stres grubunun platform kadraninda
gecirilen zaman degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunurken
(p<0,05), stres prosediirii uygulanirken propolis tedavisi goren Stres+Propolis

grubunun degerleri ise kontrollerine geri dondii (Sekil 4.6).
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Sekil 3.6. Morris su labirenti testinde stres veya propolis uygulamasinin (A) kagis
latans1 ve (B) platform kadraninda gegirilen zaman degerleri iizerine etkileri.
*p<0,05 (Kontrol grubuna gore), ##p<0,01 (Stres grubuna gore). Sonuglar
ortalama + standart hata olarak verildi (Her grup i¢in n=10)
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3.2.6. Pasif sakinma testi

Emosyonel bellek 6l¢iimii amaciyla kullanilan pasif sakinma testinde ikinci giin
retansiyon latansi degerleri stres grubunda anlamli olarak azalirken (p<0,05),
propolis tedavisi uygulanan grubun sonuglari ise stres grubuna gore anlamli diizeyde

yiikseldi (p<0,01).
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Sekil 3.7. Pasif sakinma testinde stres veya propolis uygulamasinin ikinci
gin retansiyon latansi degerleri iizerine etkileri. *p<0,05 (Kontrol
grubuna gore), ##p<0,01 (Stres grubuna gore). Sonuglar ortalama =+
standart hata olarak verildi (Her grup i¢in n=10)

3.3. Biyokimyasal Bulgular

3.3.1. Serum TNFa diizeyleri
Serum TNFa diizeyleri degerlendirildiginde stres grubunda kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde artis varken (p<0,0001), propolis tedavisinin bu artig1 geri ¢evirdigi

o dede ke

=

=]

=]
1

TNFa Konsantrasyonu (pg/mL)
o
(=

o

Kontrol Kontrol+Propolis Stres Stres+Propolis

Sekil 3.8. Stres veya propolis uygulamasiin serum TNFa diizeyleri {iizerine
etkileri. **** p<0,0001 (Kontrol grubuna gore), # p<0,05 (Stres grubuna
gore). Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi (Her grup i¢in n=10)
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3.3.2. Serum kortikosteron diizeyleri

Serum kortikosteron diizeyleri degerlendirildiginde, stres grubunda kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde artis goriiliirken (p<0,001), propolis tedavisinin ardindan bu
artis kontrollerine geri dondii.
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Sekil 3.9. Stres veya propolis uygulamasmin serum kortikosteron
diizeyleri tizerine etkileri. *** p<0,001 (Kontrol grubuna gore), ###
p<0,001 (Stres grubuna gore). Sonuglar ortalama+ standart hata olarak
verildi (Her grup i¢in n=10)
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4. TARTISMA

Toplumda yaygin sekilde goriilen psikiyatrik bir hastalik olan depresyonun, stres
diizeyindeki artigla birlikte prevalansinin arttigi bilinmektedir (Slavich ve Irwin,
2014). Depresyon sirasinda hastanin yasam kalitesini diisiiren pek ¢ok belirtiyle
beraber 0grenme ve bellek gibi bilissel fonksiyonlarda bozukluklar goériilmektedir
(D’Sa ve Duman, 2002; Rafferty ve dig., 2018). Bu ¢alismada kronik dngdriilemeyen
hafif stres uygulanarak depresyon modeli olusturulan siganlarda kronik propolis
uygulamasinin bozulan biligsel fonksiyonlar ve depresyon-benzeri davranislar
tizerindeki etkileri arastirildi.

Calismamizda sigcanlara bir ar1 iirlini olan propolisin 100 mg/kg dozunda kronik
ongoriilemeyen hafif stres uygulamasi sirasinda 35 giin boyunca uygulanmasinin
ardindan oncelikle klinik depresyon tablosundaki temel belirtiler olan anhedoni ve
caresizlik davranislarina etkisi arastirildi (Willner ve dig., 1996). Yapilan 6nceki
caligmalarda kronik ongdriilemeyen hafif stres prosediiriine maruz kalan siganlarin
viicut agirliklarinda azalma meydana geldigi gosterildiginden (Willner ve dig.,
1996), calismanin deneysel kismindan dnce ve stres prosediiriiniin bittigi 35. giinde
siganlar tartildi. Sicanlarda anhedoni siikroz tercih testi ile, caresizlik davranisi
zorunlu ylizme testi ile Olciildii. Propolisin her iki testteki davranisi da diizelterek
normal degerlerine dondiirdiigii, strese bagli olarak azalan viicut agirligini anlaml
olarak arttirdig: tespit edildi.

Depresyonun temel belirtilerinden olan anhedoni deney hayvanlarinda siikroz tercih
testi ile dl¢lilmektedir (Jayatissa ve dig., 2008). Sicanlarda testin son giinii yapilan
Olclimlerde siikroz ¢ozeltisinin tliketiminin, toplam sivi tiiketimine oranla azalmasi
anhedoni gostergesi olarak kabul edilir (Sarkisova ve dig., 2010). Calismamizda
kronik Ongoriilemeyen hafif stres uygulanan grupta siikroz tercihi anlamli olarak
azaldi. Stres uygulamasi ile birlikte kronik propolis uygulamasi sonrasi azalan siikroz
tercihinin normal degerlerine geri dondiigii saptandi. Ayrica ¢alismanin ilk ve 35.
giinlerinde oOlgiilen viicut agirliklart stres grubunda anlamli olarak azalirken, propolis
tedavisinin ardindan bu degerlerin kontrol degerlerine geri dondiigi goriildi.

Literatiirde benzer bir ¢alismanin olmamasi bu arastirmanin propolisin anhedoni
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tizerindeki etkisini gostermesi bakimindan literatiire 6nemli bir katkida bulundugu

distiniilmektedir.

Sicanlarda depresyon-benzeri diger bir davranis olan caresizlik davranigina
propolisin etkisinin arastirildig1 az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan
birinde saglikli siganlarda propolisin yagli ekstresinin 50-100 mg/kg’lik tek doz
uygulamasi ile zorunlu yiizme testindeki immobilite siiresini kisalttig1 gosterilmistir.
Bu calismada propolisin antidepresan-benzeri etkisi oldugu, bu etkisine antioksidan
aktivitesinin katkida bulundugu ileri siirilmiistir (Reis ve dig., 2014). Lee ve
arkadaslarinin (2013) saglikli farelerde yaptiklar1 bir calismada benzer sekilde
etanolik propolis ekstresinin 100 mg/kg tek doz uygulanmasinin antidepresan-
benzeri etkiye yol agtigi tespit edilmistir. Propolisin bu etkisine glukokortikoid-
reseptor fonksiyonunda artis araciligiyla olan HPA ekseninin modiilasyonuna bagl
olabilecegi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da kanda strese bagli olarak yiikselen
kortikosteron diizeyinin propolis tedavisi sonrasi kontrol degerlerine donmesi,
zorunlu yilizme testindeki antidepresan etkiye HPA ekseninin modiilasyonunun

katkida bulunmus olabilecegini diistindliirmektedir.

Strese maruziyet sirasinda davranigsal degisikliklere yol acan farkli mekanizmalarin
arastirildigi ¢alismalar da bulunmaktadir. Kronik strese maruziyet sonucu TLR-2 ve
TLR-4 reseptorlerinin ekspresyon diizeylerinin inhibe oldugu, bu inhibisyonun
inflamatuvar sitokinlerin salinmasina yol agtig1, salinan bu sitokinlerin davraniglar ve
bilissel fonksiyonlarla ilgili beyin bolgeleri olan hipokampus ve amigdalayi
etkiledigi gosterilmistir. Kronik restraint stres uygulanmig farelerde yapilan bir
calismada 14 giin stres prosediirii boyunca uygulanan propolisin immiinomodiilatér
etkisinin oldugu, bu etkisini TLR-2 ve TLR-4 reseptor diizeylerini upregiile ederek
olusturdugu bulunmustur (Orsatti ve Sforcin, 2012). Calismamizin baslangicinda
hedeflenen ¢iktilar agisindan kapsam diginda olmakla birlikte, farkli mekanizmalarin
da propolisin antidepresan etkisinin altinda yatabilecegi goz ardi edilmemelidir.

Ancak bu konuda yapilacak ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Norodejeneratif hastaliklar sirasinda oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozis gibi
farkli nedenlerle néronal hiicre 6liimii gergeklestigi bilinmektedir (Chen ve dig.,
2008; Nanaware ve dig., 2017). Daha once yapilan klinik ¢alismalarda ek olarak
anksiyoz bireylerin yiiksek diizeyde oksidatif strese maruziyete meyilli olduklari,
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ayrica afektif bozukluklar1 olan hastalarin yliksek MDA diizeylerinin oldugu
gosterilmistir (Ozcan ve dig., 2004). Ayrica SSS’nin oksidatif hasara acik oldugu
bilinmektedir. Oksidatif stres diizeyinde artisla seyreden in vivo serebral hasar
modelinde propolisin antioksidan etkisi ile yararli etki gosterdigi saptanmistir
(Guang ve Du, 2006). Propolisin antioksidan aktivitesinin kimyasal kompozisyonuna
bagli oldugu bilindiginden, igerigindeki hangi bilesen ile antioksidan etki yaptigi
arastirtlan propolisin, 0zellikle igerdigi flavanoidlerin ve fenolik bilesiklerin
antioksidan etkisinin oldugu ortaya konmustur (Moreno ve dig., 2000; Banskota ve
dig., 2001). Calismamizda kullandigimiz Tiirk propolisinin yapilan kimyasal
analizlere gore flavanoid ve fenolik asit igeriginin yiiksek olmasi, antioksidan
aktivitesinin oldugunu desteklemektedir. Tiim bu bilgilerden ve calismamizdaki
bulgulardan yola c¢ikilarak saptadigimiz antidepresan aktivitenin altinda yatan

mekanizmalardan birinin propolisin antioksidan aktivitesinin oldugu ileri siiriilebilir.

Yapilan literatiir arastirmasinda propolisin i¢eriginde bulunan biyolojik aktiviteye
sahip kafeik asit fenil etil ester (KAFE)’in santral sinir sitemi iizerindeki etkileri ile
ilgili bazi calismalar bulunmustur. Bu calismalardan birinde tavsanda serebral
iskemi-reperflizyon modeli olusturulmustur. KAFE’nin tavsan beyninde serebral
peroksidasyonu 6nledigi gosterilmistir (Ilhan ve dig., 1999). Sicanlarda olusturulan
deneysel alerjik ensefalomiyelit modelinde de KAFE tedavisinin oksidatif stres
diizeyinde artisa yol agan reaktif oksijen drilinlerinin iretimini baskiladig
gosterilmistir (Ilhan ve dig., 2004). Neonatal hipoksik-iskemi beyin hasar1 modeli
olusturulmus sicanlarda yapilan diger bir ¢alismada, KAFE’in beyinde noronal
olimii antiinflamatuvar etkisi ile inhibe ettigi saptanmistir (Wei ve dig., 2004).
Calismamizda kullandigimiz propolis ¢ozeltisinin icerdigi KAFE nin antioksidan ve
antiinflamatuvar  aktivitesi ile depresyon benzeri davraniglar1 ve biligsel

fonksiyonlardaki bozukluklari diizeltmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizin iki temel hedefinden biri de kronik Ongériilemeyen strese maruziyet
sirasinda gergeklesmesi beklenen bilissel fonksiyonlarin bozulmasina kronik propolis
uygulamasinin etkisinin arastirilmasiydi. Deneylerimizde stres ve propolisin uzaysal
bellek tizerindeki etkisi Morris su labirenti testi, duygusal bellege etkisi ise pasif

sakinma testi ile tespit edildi. Kronik propolis uygulamasinin her iki testte de bozulan
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ogrenme bellek fonksiyonlarini diizelttigi, depresyona bagli olarak bozulan uzaysal

ve duygusal bellek tiplerini normal degerlerine geri ¢evirdigi tespit edildi.

Propolisin depresyon nedeniyle gelisen biligsel bozukluklar {izerindeki etkileri
disinda, farkli nedenlere bagl olarak ortaya ¢ikan 6grenme ve bellek bozukluklarina
etkilerinin arastirildig1 cesitli calismalar bulunmaktadir. insanlar {izerinde yapilan tek
calismada yiiksek irtifada yasayan yasli popiilasyonunda, goniilliiler 24 ay boyunca
takip edilmis, sistemik inflamasyon artistyla beraber orta diizeyde biligsel
bozukluklar gelistigi ortaya konmustur. Propolis takviyesi alan goniilliilerde ise 12 ay
kullanimdan itibaren anlamli sekilde serum IL-1f diizeyinde diisme, TGFB1
diizeyinde artma ve bunlara paralel bir sekilde goniillillere uygulanan mental test
skorlarinda anlamli diizeyde diizelme oldugu gosterilmistir. Calismada propolisin
kronik kullanimi sonucu goriilen antiinflamatuvar etkisi ile sistemik inflamasyon
diizeyinde diisiis saglayarak yararli oldugu ileri stirilmiistir (Zhu ve dig., 2018).
Arastirmamizda serumdaki TNFa diizeyinde strese maruziyet sonrasi goriilen artisin,
kronik propolis tedavisinin ardindan kontrol degerlerine diismesi, kullandigimiz
propolis ekstresinin antiinflamatuvar etkisinin bilissel hasar1 Onlemede etkili

oldugunu desteklemektedir.

Chen ve arkadaslar1 (2008) skopolamin-aracili o6grenme bellek bozuklugu
olusturulmus farelerde oral yol ile tek doz propolis uygulayarak skopolamin
nedeniyle olusan amnezinin diizeltildigini gostermislerdir. Ozellikle 100 mg/kg
dozunda uygulandiginda propolisin Morris su labirentindeki 6grenme performansini
artirdig1, beynin hipokampus bolgesindeki asetilkolin esteraz aktivitesini inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak propolisin yash hastalarda Alzheimer
hastalig1 ve benzeri diger norodejeneratif hastaliklardan beyini koruma potansiyeli
olan bir farmasétik oldugunu ileri siirmislerdir (Chen ve dig., 2008). S6z konusu
calismada propolisin antioksidan ve antiinflamatuvar aktivitesi arastirilmamis olup,
tek doz propolisin akut etkisi incelenmis olmakla birlikte, ¢alismamizda propolisin
strese bagli biligsel hasar {izerindeki etkilerini arastirma hipotezimizin
gelistirilmesine katkist olmustur. Arastirmamizda Morris su labirenti testinde
propolisin bilissel performansi gelistirici etkisinin saptanmasi, yukarida bahsedilen

calisma ile bulgularimizin paralel oldugunu desteklemektedir.
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Nanaware ve arkadaslarinin (2017) yaptigi diger bir ¢alismada Hint propolisinin
Alzheimer hastaligindaki bellek bozuklugundan sorumlu tutulan B-amiloid aracili
bellek bozuklugunda noéroprotektif etkisi oldugu bulunmustur. Sigcanlarda biligsel
hasar B-amiloid peptidin intraserebroventrikiiler uygulamasi ile olusturulmus, 14
giinlik toparlanma siiresinin ardindan 21 giin siireyle oral yoldan propolis
uygulanmistir. Bu silirenin sonunda Morris su labirenti ve radial kollu labirent testleri
ile Olgiilen bilissel fonksiyonlar propolis uygulanan grupta diizelmis, beyinde pB-
amiloid aracili artan MDA diizeyleri propolis tedavisinin ardindan diismiistiir. Ayrica
s06z konusu g¢alismada Chen ve arkadaslar1 (2008) gibi beyinde asetilkolin esteraz
inhibisyonu ve monoamin diizeylerinde artis olduguda gosterilmistir. Diger yandan
kanda BDNF diizeyleri artmistir. Tiim bu farkli mekanizmalarin B-amiloid aracili
bellek bozuklugunun diizelmesine katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir (Nanaware ve
dig., 2017). Biligsel fonksiyonlarin strese bagli olarak bozuldugu calismamizda,
propolis beyinde oksidatif stres hasarini onleyerek ve norotrofik faktor diizeylerini

yiikselterek noroprotektif etki yapmis olabilir.

Miyazaki ve arkadaglari1 (2015) homosistein uygulayarak bilissel hasar olusturduklari
farelerin 55 hafta diyetlerine propolis eklemisler, bu siirenin sonunda Morris su
labirenti testinde 5. giin platform kadraninda gecirilen zaman parametresini
homosistein ~ grubuna goére anlamli diizeyde artirdigim1  gdstermislerdir.
Hipokampustaki amiloid akiimiilasyonundaki artis1 da propolis uygulamasi geri
¢evirmistir. Propolisin bilissel fonksiyon bozuklugunu diizeltici etkisinin plazma
homosistein diizeyini diistiriicii etkisine bagli oldugu ileri siiriilen bu caligma,
propolisin  biligsel fonksiyonlar1 gelistirici etkisine farkli bir bakis agis1

saglamaktadir.

Propolis ekstresinin igeriginde cesitli flavanoidlerin bulundugu bilinmektedir. Bu
flavanoidlerden biri olan pinosembrinin kronik serebral hipoperfiizyon modeli
olusturulmus sicanlara 14 giin siire ile uygulanmasi ile, ndérodejeneratif bir tablo
olusmasina yol acan serebral hipoperfiizyonda pinosembrinin 6grenme ve bellek
bozuklugunu diizelttigi gosterilmistir (Guang ve Du, 2006). Morris su labirenti
testinde serebral hipoperfiizyon grubunda bozulan biligsel fonksiyon pinosembrin
uygulamasinin ardindan kontrol degerlerine donmiistiir. Ayrica hipoperfiizyon

nedeniyle beynin hipokampus bolgesinde mitokondriyal reaktif oksijen iirlinlerinin
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diizeylerindeki artisin biligsel hasara katkida bulundugu, pinosembrin tedavisi sonrasi
ise bu degerlerin de anlamli sekilde azaldigi saptanmistir. Arastirmacilar bu
bulgulardan yola ¢ikarak oksidatif stres artisinin goriildiigii diger norodejeneratif
hastaliklarda da pinosembrinin antioksidan etkisiyle hastaligin erken asamasinda
Onleyici ya da gelismesini yavaslatici olarak kullanilabilecegini ileri stirmiiglerdir
(Guang ve Du, 2006). Calismamizda kullanilan Tiirk propolis ekstresinin igeriginde
yiikksek oranda pinosembrin bulunmaktadir. Ogrenme ve bellek fonksiyonlarini
diizeltici etkinin kullanilan ekstrenin antioksidan aktivitesinden kaynaklanmis

olabilecegi diistiniilmektedir.

37



5. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak calismamizda uzun siireli propolis uygulamasinin, kronik strese bagl
olarak gelisen depresyon-benzeri davranislar1 ve biligsel fonksiyonlarda saptanan
bozukluklar1 diizelttigi gosterilmistir. Propolis uygulamasi hayvan calismalarinda
anhedoni davranis1 6l¢iimii amaciyla uygulanan siikroz tercih testinde ve ¢aresizlik
davraniginin dlglimii i¢in uygulanan zorunlu yiizme testinde bu davraniglar1 geri
cevirmistir. Anhedoni-benzeri davraniglar1 saptamak amaciyla kullanilan bir diger
parametre olan viicut agirliklarinda strese bagli azalmayr da kontrol degerlerine
dondiirmiistiir. Diger yandan kronik strese maruziyet sonrasi biligsel fonksiyonlarda
Morris su labirenti testi ve pasif sakinma testi ile tespit edilen bozukluklar, propolis
uygulamasinin ardindan diizelmistir. Calismamizda serum kortikosteron diizeylerinin
stres grubunda artarken, propolis tedavisinin ardindan kontrollerine geri donmesi,
propolisin  hipotalamus-hipofiz ~ eksenindeki  aktivite artisini  baskilayarak
antidepresan ve antiamnezik etki yapmis olabilecegini diistindiirmektedir. Molekiiler
bulgularimiza dayanarak, serum sitokin diizeylerinde gergeklesen strese bagl artigin,
propolis tedavisinin ardindan anlamli diizeyde diismesi ve kontrol degerlerine
gerilemesi, propolisin antiinflamatuvar etkisi ile depresyon ve bilissel bozukluklarda
onemli role sahip inflamasyonu baskilayarak bu etkilerini gergeklestirdigini
desteklemektedir.

Calismamiz ile strese bagh gelisen bilissel bozukluklar1 6nlemede kronik propolis
uygulamasinin etkili oldugu ilk kez gdsterilmis olup, antidepresan etkisinin yani1 sira
antiamnezik etkisi olan propolisin terapotik potansiyelinin oldugu ortaya konmustur.
Caligmanin devaminda propolis uygulamasinin 6grenme ve bellek {izerindeki faydali
etkisinin mekanizmalarinin arastirilmasi i¢in ¢esitli Onerilerde bulunulabilir.
Oncelikle kanda strese maruziyet sonras: yiikselen TNFo diizeyi, 6grenme ve bellek
islevleri icin 6nemli bir beyin bolgesi olan hipokampusta da oOlgiilebilir. Diger
yandan calismada kullanilan propolisin antiinflamatuvar etkisinin yanisira
antioksidan etkisinin bulundugu bilinmektedir. Kanda ve hipokampus gibi beyin
bolgesinde  antioksidan enzim  diizeylerinin  Olcililmesi, propolisin  etki

mekanizmasinin daha kapsamli sekilde aydinlatilmasini saglayacaktir.
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