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OZET

PROPOLIS ALT FRAKSiYONLARININ ANTIBiYOFIiLM VE
ANTIKANSER ETKILERININ AYDINLATILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
FARID NASIRLI
PAMUKKALE UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLI, HAZIRAN - 2020

Bu c¢alismada Cezayir’in Mila ve Skikda boélgesine ait iki propolisin alt
fraksiyonlarinin (petrol eter, kloroform, etil asetat ve metanol) antibiyofilm ve
antikanser etkileri arastirilmistir. Antibiyofilm aktivite kristal viyole yontemine gére
belirlenmistir. Sonuglara gore, Mila propolisi Skikda propolisinden daha giiclii
antibiyofilm aktiviteye sahiptir. En yiiksek antibiyofilm aktiviteye 200 pg/ml
metanol fraksiyonuyla (%92) ulasilmistir. Skikda propolisinin etil asetat
fraksiyonunun denenen konsantrasyonlarda herhangi bir antibiyofilm aktivitesi
goriilmemistir. Antibiyofilm aktivite sonuglari floresan mikroskop goriintiileri ile de
dogrulanmistir. Floresan mikroskop analizine gore propolis ile muamele edilmis
bakteriyel biyofilm yapisinin bozuldugu ve kontrol biyofilm yapisinda goriilen su
kanallarinin da olmadig1 gortilmiistiir. Ayrica floresan boyama ile biyofilm igindeki
0l hiicre sayisinda artis oldugu da tespit edilmistir. FTIR analizine gore, propolisin
hiicre ylizeyindeki makromolekiillerde bazi degisikliklere yol actigi bulunmustur.
Propolisin sitotoksik aktivitesi MTT testi ile saptanmistir. Mila kaynakli propolisin
ECso degeri 97-117 ng/ml iken Skikda propolisininki 67-108 pg/ml arasindadir.
Cezayir propolisi, MDA-MB-231 hiicre hattinda tiimor supresyonu ile iligkili
proteinlerin mRNA diizeylerinde belirgin derecede artisa neden olmus ve apoptozu
indiiklemistir. Bu sonu¢ Western blot ile de dogrulanmistir. Sonug olarak Cezayir
propolisinin antikanser ve antibiyofilm etkili bilesiklere sahip oldugu séylenebilir.

ANAHTAR KELIMELER: Antibiyofilm, antikanser, Cezayir propolisi, MDA-
MB-231 hiicre hatt1, Staphylococcus aureus



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIBIOFILM AND ANTICANCER EFFECTS OF
PROPOLIS SUBFRACTIONS
MSc THESIS
FARID NASIRLI
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE IF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLI, JUNE 2020

In this study, the antibiofilm and anticancer effects of propolis subfractions
(petroleum ether, chloroform, ethyl acetate and methanol) collected from the Mila
and Skikda region of Algeria of were investigated. The antibiofilm activity was
determined by the crystal violet assay test. The results of antibiofilm activity showed
that Mila propolis had stronger antibiofilm activity than Skikda propolis. The highest
antibiofilm activity was obtained at 200 pg/ml methanol fraction (92%). It was not
observed any antibiofilm activity in all assayed the concentrations of ethyl acetate
fraction of Skikda propolis. Results were confirmed by fluorescent microscope
images. According to the fluorescent microscope images, it was observed that the
bacterial biofilm structure treated with propolis was disrupted and there were no
water channels in the control biofilm structure. Moreover, an increase in number of
dead cells in the biofilm was detected with fluorescent staining. According to FTIR
analysis, it was found that propolis caused some changes in the macromolecules on
cell surface. The cytotoxic activity of propolis was determined by the MTT test.
While the EC50 values of propolis subfractions from Mila were in between 97 and
117 pg / ml, that of Skikda propolis was found in between 67 and 108 pg / ml.
Algerian propolis caused a significant increase in mMRNA levels of tumor suppressor
genes and induced apoptosis in cell line. These results were confirmed by Western
blot. All of these results showed that Algerian propolis contain effective compounds
that has anticancer and antibiofilm activities.

KEYWORDS: Antibiofilm, anticancer, Algerian propolis, MDA-MB-231,
Staphylococcus aureus.
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1. GIRIS

Bakterilerin ilaglara gelistirdigi direng enfeksiyon hastaliklarin ve salginlarin
ciddi boyutlara ulasmasma neden olmustur. Ozellikle kimyasal antimikrobik
maddelerin biyofilm 6zelligine sahip bakteriler {izerinde etkisinin zor olmasi bir
engeli daha ortaya ¢ikarmaktadir. Staphylococcus aureus gibi yiiksek prevelansa
sahip mikroorganizmalar, antimikrobik ajanlara karsi yiiksek direng gelistirme
ozelligine sahiptirler. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan da oncelikli olarak
arastirilmasi gereken bakteri grubunda yer alan S. aureus, insan viicudunda cesitli
hastaliklara neden olmaktadir. Bu nedenle bakteriyel biyofilme niifuz edebilen ve
bakterinin etki mekanizmasini bozucu yonde dogal ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir
(Dembogurski ve dig. 2018). Aynm1 zamanda endiistrinin hizli gelismesiyle dogaya
yiiksek miktarda kimyasal atiklar atilmaktadir. Kirlenen hava, dogal gida tiiketimin
azalmasi ve bunun gibi bazi ajanlar sayesinde en biiyiik hastaliklardan biri olan
kansere yol a¢maktadir. Kanser, c¢agimizin en biiyiikk hastaliklarindan biridir.
Gilintimiizde kanserle miicadelede dogal {iriinlerin etki mekanizmalar1 Onemli
arastirma konular1 arasinda yerini hizla almistir. Dogal iirlinler dedigimizde hem
bitkilerin hem de bitki {riinlerini kullanan canlilarin, c¢esitli kimyasal icerikli
maddeleri {iretmesi saglik arastirmalarinda avantaj saglamaktadir. Kullanilan dogal
tirtinlerin belli bir kismini1 bal aris1 propolisi gibi yiiksek flavanoid 6zellikli maddeler
olusturmaktadir. Kimyasal yapis1 bir¢ok aragtirma konusunda yer alan propolisin her
gecen giin kanser hastaligina etki mekanizmasinin aydinlatilmasi gittikge artmastir.
Propolisin anti-kanser, antiviral, antibakteriyel, antifungal, aktiviteleri olmak tizere
birgok aktivitesi vardir. Eski zamanlardan beri saglik icin kullanilan propolis
farmakolojik 6zelliklerinden dolayr ¢ok sayida bilimsel aragtirma konusunda yer

almistir (Sforcin ve Banknova 2011; Salem ve dig. 2019).

Bu calismanin amaci1 Cezayir (Mila ve Sikikta)'den temin edilen iki farkli
propolisin petrol eter, kloroform, etil asetat ve metanol alt fraksiyonlarinin bazi
biyolojik (antibiyofilm, antikayma ve sitotoksik aktivitesi) etkileri arastirilmasidir.
Biyofilm yapist Floresan mikroskopta incelenerek FTIR ile analiz edilmistir.
Propolis alt fraksiyonlarinin antikanser ve apoptoz etkisi de gen ekspresyon

seviyesinde dogrulanmaistir.



1.1  Biyofilm Tanim

Biyofilm, bakterilerin dogal veya dogal olmayan yapilara yapisan, hiicredist
matriks (ECM) ic¢inde sikica gomiilii halde bulunan karmasik mikrop topluluklarina
verilen isimdir (Roy ve dig. 2018). Biofilmi Staphylococcus, Streptococcus,
Pseudomonas cinsinde bulunan patojen bakterilerin, Candida albicans gibi tehlikeli
mantarlarin ve patojen olmayan bazi bakterilerin olusturdugu bilinmektedir (Kumar

ve dig. 2011; Villa ve dig. 2011).

Antoine Von Leeuwenhoek 17. yiizyilda ilk kez kendi dislerinde basit
mikroskop kullanarak kaygan yapili bir varlik gozlemlemistir. Fakat bunun bir tiir
biyofilm oldugunun farkina varmamaistir. Sonrasinda 1940°11 yillardan sonra yeniden
merak edilen biyofilm git gide teknolojinin ilerlemesiyle kendi kesfini beklemistir.
Devam eden bilimsel ¢aligmalar ve ileri boyutlarda biiyiitmelere, floresan 6zellikli
kimyasallar yardimiyla goriintiilemelere sahip olan mikroskoplarin (SEM, TEM,
CLSM vb.) kesfiyle, biyofilmin yapist hakkinda daha fazla bilgi elde edilmeye
baslanmistir (Jamal ve dig. 2018).

1.2 Biyofilm Yapis1

Mikroorganizmanin bulundugu alani isgal eden biyofilm, viskozumsu yapida
olan, su orami yliksek bir kitledir. Kalinlig1 farklilik gosteren biyofilmin yapisi
olduk¢a karmagik ve birbirlerine kanallarla baglidir. Ve bu kanallar biyofilmin en

derin kisimlarina kadar besin ve madde erisilebilirligini saglar (Archer ve dig. 2011).

Yapisinda besin maddeleri, oksijen ve elektron algilayici gradyanlar ayni
olmadigr icin bir biyofilm boyunca heterojen sekilde gen ekspresyonu
gerceklesmektedir. Bu hem igerik hem de bakterilerin kendi metabolik durumlariyla
iliskilidir. Ornegin, in vitro bir stafilokok biyofilm modelinde 4 farkli metabolik
durum gozlemlenmistir. Bunlar aerobik olarak {ireyen hiicreler, metabolik faaliyetleri
devam eden (fermantativ) hiicreler, uykuda olan (¢ok yavas biiyiiyenler) hiicreler ve
Olii halde olan hiicreler olarak bulunmustur. Genellikle biyofilmin iist kisminda
oksijen acisindan zengin ve metabolik agidan aktif hiicrelere rastlanmistir (Rani ve

dig. 2007)



Biyofilm {ii¢ boyutlu bir yapiya sahiptir. Ve bu yapimin olusturulmasi
heterojen sekilde yayilmis bakteri topluluklarinin dinamik siirecine dayanmaktadir.
Biyofilmin yapisina benzeyen bazi planktonik topluluklar da mevcuttur. Bakteriyel
biyofilm topluluklari gen ekspresyonu, transkripsiyon, translasyon ve biiylime hizi
gibi 6zellikleri planktonik topluluklardan farklidir. Ciinkii biyofilm topluluklari daha
yiikksek ozmolariteye, besin kitligina ve heterojen bakterilerden olusan daha yiiksek
hiicre yogunluguna sahip mikro ortamlarda yasayabilirler. Biyofilmde hiicreler arasi
iletisim miikkemmeldir. Hiicreler spesifik gen ekspresyonunun diizenlenmesiyle
ortaya ¢ikan Quorum Senssing (QS) molekiillerini sentezlerler. Ve bu molekiiller

sayesinde iletisim daha da artar (Sharma ve dig. 2019).

121 Ekzopolisakkarit

Biyofilm yiizeye baglanirken Ekzopolisakkarit (EPS) adi1 verilen hiicre dig1
polisakkarit madde olustururlar. EPS matriksinin olusumu biyofilm olusturan
bakteriler icin ¢ok Onemlidir. Biyofilmde mikroorganizmalarin bulundugu
konumlarina gore yapisal polisakkaritler, intraseliiler (depo) polisakkaritler ve
ekstraseliiler polisakkaritler olmak iizere 3 ayr1 polisakkarit sentezlenir. Sivi besi
ortamlarda viskoz bir goriinimdeyken kati besi ortamlarinda olduk¢a mukoid

kolonimsi bir goriiniise sahiptir.

Genellikle EPS matriksinin  kalinligi 0.2-1.0 mm, %5 ila % 35
mikroorganizma ve geri kalan kisitm EPS matriksidir. Yapisinda ¢ok miktarda protein
bulunur. Gerekli diger besin maddeleri ve mineraller EPS'nin siiplirme sistemi
sayesinde ¢evredeki ortamdan alinarak hapsedilir. Hiicre disi matriksin yapisi
yiizdesel olarak protein (>%2), polisakkarit (%1-2), RNA (<%]1), DNA molekiilleri
(<%]1), iyonlar (serbest ve bagli) ve biiyiik ¢ogunlukla sudur (%97) (Jamal ve dig.
2018; Roy ve dig. 2018).

EPS yapisinin 6lgiisii bakteriden bakteriye degismekle beraber, bu yap1
arasinda baglanti milkemmeldir. Bu baglantilar iletisimi gili¢lendirerek, yapiyr daha
dayanikli hale getirmektedir (Rezanka ve dig. 2012). Biyofilmin olusmus
polisakkarit yapis1 antibiyotiklere, dis c¢evre sartlarina, baska mikroorganizma

istilasina karst koruyucu Ozellik katmaktadir. Bu yapinin bozulmasi i¢in ¢esitli
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ajanlar mevcuttur. Bunlar ekzopolisakkaritleri pargalayabilen polisakkarit liyazlar1 ve
Dnaz gibi bazi enzimlerdir. Antibiyofilm ajanlar1 olarak iglev géren baglica enzimler
DNase I ve Dispersin B'dir. DNase I, biyofilm yapist icinde mevcut hiicre disi
DNA'y1 (eDNA) parcalar. Bir glikozit hidroliz olan Dispersin B ise hiicre dist
polisakkarit maddesi olan B 1-6 N-asetilglukozamin (PNAG) polimerinin
parcalanmasini kolaylastirmaktadir. Bu biyofilm dagitici enzimlerin EPS de gomiilii
halde bulunan bakterileri 6ldiirmesinde daha etkili olmasi i¢in antimikrobiyal

ajanlarin kombinasyon halinde uygulanmasi gerekmektedir (Roy ve dig. 2018).

Gorilintiileme teknolojisini kullanan bazi aragtirmacilarin EPS yapisini gorsel
olarak rapor etmeyi basarmislardir. Sekil 1. 1'e bakacak olursak, (a) kismindaki
resimde kirmizi oklarla gosterilen S. epidermidis hiicreleriyle i¢li-digli yapigmis olan
cok katmanli EPS matriksi goriinmektedir (Gowrishankar ve dig. 2017). (b)
kisimdaki arka planda ve sag alt kisimda goriilen, bir bakteri arasina gerilen ag

benzeri EPS nin ipliksi yapist goriilmektedir (Westall ve dig. 2000).

Sekil 1. 1: Taramali Elektron Mikroskopuyla goriintiilenen EPS yapisi (a: Gowrishankar ve
dig. 2017; b: Westall ve dig. 2000).

1.3  Biyofilm Olusum Basamaklari

Biyofilm olusumu olduk¢a karmasik bir prosestir. Yapinin olusarak olgun

hale gelmesi ortam sartlarina, erisebilinir ¢evreye, besin maddelerine ve bakteri



tiriine gore degisiklik gostermektedir. Biyofilm olusum basamaklar1 sirayla

asagidaki sekilde gerceklestirilmektedir;

Tutunma: Bu asama dinamik bir olay olup, molekiillerin (mikro ve makro
molekiiller) adsorpsiyonunu gerektirmektedir. Mikroorganizmalar bir yiizeye
tutunduklarinda, o ylizeyde pozitif yonde biyofilm olusturulmasini baglatmasi
gerekmektedir. Bunu sentezledikleri Quorum sensing molekiilleri sayesinde
yapmaktadirlar. Bu diisiik molekiil agirlikli molekiillerle haberlesen bakteriler bir
dizi biyofilm olusumunu baslatmaktadir. Tutunan veya tutunmaya c¢alisan
bakterilerin sayisi arttik¢a sentezlenen molekiil miktar1 da artmaktadir (Shrout ve dig.

2011).

Quorum sensing molekiillerinden olan N-acil homoserin laktonlar (AHL)
onemli sinyal molekiilleri olarak bilinmektedir. Biyofilm yapisinda populasyon
yogunlugunu kontrol etmekle beraber kayma (swarming) haraketliligini
kolaylastirmak icin bir¢ok gram negatif bakteri QS molekiilii olarak AHL'leri
kullanmaktadir (Roy ve dig. 2018). Bu sistemler AHL 'lerin sentezinden sorumlu luxI
homolog genini ve AHL ye bagimli bir transkripsiyonel regiilator (diizenleyici) olan
luxR homolog genini de igermektedir (Hao ve dig. 2010). Gram pozitif bakteriler
tarafindan ise iretilen, otomatik indiikleyici peptitler (otomatik indiiktor 2 [AI-2])

olarak bilinen QS molekiilleri vardir (Algburi ve dig. 2017).

Birgok patojen tarafindan biyofilm olusumunun inhibisyonun kisitlanmasinda
QS sondiiriiciileri (QSQ) veya inhibitorleri (QSI) rol oynayabilir. QSQ'lar ayrica, QS
genlerinin patojenlerdeki ekspresyonunu bloke ederek veya kapatarak QS'yi
zayiflatabilir. Bu da planktonik hiicreleri 6ldiirmeden veya normal biiylimeyi

etkilemeden biyofilm inhibisyonuna yol agar (Chen ve dig 2013).

Yapisma: Kuvvetli bir sekilde tutunan bakteriler bu asamada yapisarak
salmim gergeklestirirler. Hiicre disi matriks (EPS) ortamda sentezlenerek
mikroorganizmalarin hem ylizeylere tutunmasini hem de yayilmasini kolaylastirir.

Yavas-yavas mikrokolonilesme islemi baslar.

Olgun Biyofilm: Bu asamada bakteriler mikrokoloniler halinde kiimelesmis

haldedir ve yapr tamamen olusmustur. Diiz veya dag benzeri yapilardan olusan



biyofilmde su kanal sistemleri ve madde alis verisi i¢in baglantilar mevcuttur

(Sharma ve dig. 2019).

Kopma veya ayrilma: Bu igslem dis etkenlerin etkisiyle veya biyofilmin dogal

olusum siirecinin bir pargasi olabilir. Birka¢ hiicrenin veya hiicrelerden olusmus
kiimelerin kopmasina dayanmaktadir. Ve bu tarz kopmalar tibbi1 cihazlarda

enfeksiyonun yayilmasi i¢in bir 6nkosuldur (Otto 2008).

1.4  Biyofilm Olusum Nedenleri ve Yarattig1 Sorunlar

Mikroorganizmalarin bulundugu ortamlarda tehdit edici faktorlere karsi
biyofilm olusturmas: adaptasyon olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber
bakterinin beslenme ihtiyact da biyofilm olusturmay: tetikleyen faktorlerdendir (Wu
ve dig. 2014). Korunma amacl biyofilm olusturma ozelligine bakacak olursak,
bulundugu bolge istilasiyla beraber antimikrobik maddelere ve toksinlere karsi
savunmadan bahsedilmektedir. Biyofilm tek bir hiicreden olusturulabilir. Ayni
zamanda ortamdaki farkli populasyonlarin gelisimini iyi ve kotli yonde degistirebilir.
Biyofilm olustugunda ortamda en Onemli faktorlerden biri olan pH faktoriinii
degistirmektedir. Bunun sayesinde hem in vitro hem de in vivo kosullarda ortam
populasyonunda degismeler gozlemlenmistir. Ve bu gibi faktorleri goz oniine alirsak,
bakterin kendisi i¢in yasanabilir bir ¢evre yaratmasini syleyebiliriz (Archer ve dig.
2011).

Biyofilm olusumu bir¢cok alanda problem olarak karsimiza cikmaktadir.
Endiistriyel olarak en ¢ok gida endiistiirisinde ve su iceren dogal ortamlarda ve onlar1
tagima yollarinda (borularda, biriktirilme kaplarinda vs.) birikmis biyofilmin gesitli
sorunlar ortaya ¢ikarttigt bilinmektedir. Ayrica biyofilm, endiistriyel boyutta
sogutma su sistemlerinde bir engel teskil etmektedir. Sogutma su sistemleri g¢elik
fabrikalari, petrokimya, kimya, enerji santralleri ve gida endiistrisinde prosesler
sirasinda ortaya c¢ikan 1siyr engellemek igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
sistemler 25°C ile 35°C arasinda sicaklik, notre yakin pH, giines 1s13ina maruz kalma
gibi durumlarda planktonik ve bentonik gelismelere miikemmel bir ortam

saglamaktadir. Olusmus biyofilm matriksinin (EPS) yapisinda bulundurdugu yiiksek



miktarda su ve minerallerle ¢ogu endiistri sistemlerde korozyona neden olmaktadir

(Pippo ve dig. 2018).

1.4.1 Biyofilm'in Saghk Alaninda Yarattig1 Sorunlar

Insan saghign agisindan biyofilmin ortaya cikarttid1 problemler ve zararlari
genis boyutlara ulasmistir. T1p biliminin son yillarda hizli sekilde ilerlemesi ile insan
hastaliklarinin tedavisinde giderek artan tibbi cihaz veya yapay organ nakilleri
uygulanmaktadir. Ayn1 zamanda saglik sektoriinde ne kadar tek kullanimlik malzeme
kullanimi1 genis olsa da yine de baz1 malzemelerin kullanim1 birden fazladir. Ve bu
bahsettigimiz unsurlar sayesinde bakteriyel biyofilm enfeksiyonlar1 yayilmasi séz
konusudur. Farkli hastalarda kullanim1 veya ilk defa kullanimda taginmis biyofilm
enfeksiyonlarini; tiriner katater, kalp pili, protez, safra yolu stentleri, kontakt lens,
protez kalp kapagi, periton diyalizi kateteri, ortapedik fiksasyon cihazlari, viicuda
yerlestirilen slikonlar gibi malzemelerle tasinmasi bazi durumlarda kagmilmaz
haldedir. Ayn1 zamanda biyofilmin insan viicudunda en ¢ok dental ¢iiriiklerde, kistik
fibrozis hastalarinda ve ya kronik akciger hastaliklairnda, kronik siniizit ve yara

enfeksiyonlarinda oldugu bilinmektedir (Wu ve dig. 2014).

Bagisiklik  yetersizligi olan hastalarda biyofilm, kalict nozokomiyal
enfeksiyonlarin ana nedeni olarak bilinmektedir. Ve tedavi i¢in biyofilm
enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotik se¢imi ¢ok Onemlidir. Ayrica biyofilm,
kanda bulunan fagositlerin ve kompleman sistemin bozulmus aktivasyonu yoluyla
bakteriyi konake¢inin bagisiklik sisteminden korur ve siradan antibiyotiklere karsi
direnci yaklasik 1000 kat artirir. Birgok durumda imipenem, kolistin ve daha fazla
antibiyotiklerin kullanim1 sadece biyofilmi azaltir, ancak tamamen ortadan
kaldirmaz. Tedavide kullanilan antibiyotiklerin yan etkileri ve toksik durum
nedenleriyle in vivo kosullarda MIC konsantrasyonuna ulasmak miimkiin
olmamaktadir. Ve biyofilm kaynakli hastaliklarda antibiyotik kullanimi daha ytiksek
MIK ve MBK degerlerine ulastig1 i¢in daha az yeterli hale gelmistir (Hengzhuang ve
dig. 2012).

Son yillarda bakteriyel tedavilerde antibiyotik direnci gelisimi ¢ok biiyiik bir
sorun haline gelmistir. Her canli gibi bakteriler de karsilastig1 tehlikeye karst dogal
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secilim gergeklestirmektedirler. Bakterilerin bu dogal secilimlerinden biri de
antibiyotik direncidir. Bakteriyel tedavilerde dogru antibiyotik se¢imi, secilmis
antibiyotigin konsantrasyonu veya kombine antibiyotik gruplari onemlidir. Yanlis
secilmis antimikrobik ajan bakteriyi yok etmeden, diren¢ olusturmasini
saglamaktadir. Biyofilm yapist da yukarida anlatildigi gibi antimikrobik ajanlara
kars1 daha yiiksek direng gelistirmede en 6nemli engellerdendir (Hoiby ve dig. 2010).

Bazi ¢aligmalar biyofilmin dogasini, yapisini oksijen kullanabilirligini, ig¢sel
ve edinilmis direnci igeren cesitli nedenler ortaya koymaktadir. Bir caligmada
biyofilmin diren¢ saglamadaki etkisi, biyofilmin mukoid yapisinin tobramisine kars1
yiksek direng gosterdigi P. aeruginosa bakterisi tizerinde yapilan ¢alismada
bulunmustur (Ciofu ve dig. 2012). Antibiyotik direncinin potansiyel nedenlerinden

biri biyofilm'in yapisindaki bakterilerin metabolik durumudur (Roy ve dig. 2018).

Bakteriyel biyofilm insanlarda ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir.
Bakterilerin tutunarak biyofilm olusturdugu bélgeler farklidir. Insan viiciidunda
cesitli bolgelerde biyofilm olusturma bakterinin istedigi ortam veya bagka
faktorlerden kaynaklanabilir. Sharma ve digerlerinin (2019) derlemis oldugu bir
makalede bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlar ve insan viicudunda yapisarak

biyofilm olusturdugu organ veya yiizeyler belirtilmistir (Tablo 1. 1).



Tablo 1. 1: Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlar ve yapisilan yiizeyler (Sharma ve dig. 2019).

Bakteri tiirii Enfeksiyon / Hastalik Yiizey
Staphylococcus sp Hastane infeksiyonlari Dikisler
(Staphylococcus aureus; Kronik yaralar Santral venoz kateterler
Staphylococcus Endokardit Arteriyovendz santlar
epidermidis) Kas-iskelet sistemi Protezler
enfeksiyonlari Yiizeyler / deri, cilt
Orta kulak iltihab1 Protezler,
Kalp kapakgiklari
Kemikler, Orta kulak
Streptococcus mutans Dis c¢iirtigii Dis ylizeyi
Endokardit Vaskiiler greftler
Pseudomonas aeruginosa | Hastane enfeksiyonu Santral venoz kateterler
Orta kulak iltihab1 Orta kulak
Kistik fibroz Protezler
Akciger
Kontak lens
Klebsiella pneumonia Zatiirre Akciger

Solunum yolu enfeksiyonu | Karaciger
Idrar yolu enfeksiyonu
Piyojenik karaciger apsesi

Escherichia coli Bakteriyel prostatit Protezler
Idrar yolu enfeksiyonu Idrar yolu
Orta kulak iltihab1 Uriner kateterler
Orta kulak
Enterococcus faecalis Endokardit Kalp kapakgiklari
Kok kanal enfeksiyonu Uriner kateterler
Dis
Santral venoz kateterler
Mycobacterium Tiiberkiiloz Akciger
tuberculosis
Burkholderia cepacia Kistik fibroz Akciger
Haemophilus influenza Orta kulak iltihabi Orta kulak

1.5  Staphylococcus Cinsi Bakterilerinin Patojenitesi ve Biyofilm

Mekanizmasi

Staphylococcus'lar birgok enfeksiyona neden olan patojen bakterilerdir.
Caplar1 1 pm olup gram-pozitif ve kok yapisindadirlar (David ve dig. 2015).
Staphylococcus cinsinin koagiilaz pozitif ve negatif tiirleri ve suslart vardir. Biyofilm
ile iliskili enfeksiyonun en sik nedeni olmalarinin yanisira, ameliyat sirasinda ve
muayene zamani tibbi cihazlar1 enfekte etme olasilig1 en yiiksek patojen bakterilerin

bu cinse sahip tiirler oldugu bilinmektedir. Yogun bakim fiinitelerinden en sik izole
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edilen nozokomiyal patojenler genelde S. aureus ve S. epidermidis bakterileridir. Ve
bu izolatlarin ¢ogusu metisiline direnglidir (S. aureus - %89; S. epidermidis - 59%)
(Otto 2008).

Genellikle penisiline direngli fakat B-laktamlarla tedavi edilebilirler. Ama
hastane kaynakli enfeksiyon etkeni olarak bilinen suslar antibiyotiklere direnglidirler
ve sadece vankomisinle tedavi edilmektedirler. Stafilokoklar diinya ¢apinda ¢ok
tehlikeli hastaliklara neden olurlar. Bunlar yenidogan enfeksiyonlari, zatiirre,
bakteriyemi, endokardit, osteomiyelit ve ameliyat sonrasi enfeksiyonlara neden olan
onemli bir morbidite ve mortalite (hastalik ve 6liim) nedeni olarak bilinirler. Ornegin
Staphylococcus epidermidis bir zamanlar zararsiz olarak kabul edilirken, giiniimiizde
hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerinden biridir. Staphylococcus
saprophiticus 6zellikle kizlarda idrar yolu enfeksiyonlarina neden olur. Idrar yolu,
cilt ve yara enfeksiyon etkeni olan Staphylococcus lugdunensis dogal kapak

endokarditinin de en 6nemli etiyolojik ajanidir (Speziale ve dig. 2008).

Biyofilm yapisinda polisakkarit, DNA ve proteinler mevcuttur. DNA
bilesenlerinin biyofilm igerisindeki etki mekanizmasini bozan antimikrobik maddeler
bu tir enfeksiyonlarla miicadele siirecinde aktif olarak kullanilmaktadir.
Stafilokoklarda hiicre lizizinde rol oynayan cidR, cidA, IrgA ve IrgB genlerinin
antmikrobik maddelere karsi toleransi artirip-azalttigi bilinmektedir. Stafilokoklar
yiizeylere tutunurken Polisakkarit Interseliiler Antijen (PIA) adi verilen spesifik
polisakkarit sentezler ve bu PIA molekiili biyofilm olusumunda 6nemli rol
oynamaktadir. Poli-b (1,6)-N-asetil-D-glukozaminden (PNAG) ve teikoik asitten
olusan PIA sentezi, ayn1 zamanda polisakkarit sentezinden sorumlu olan enzimleri
kodlayan icaA, icaB, icaC ve icaD operon gen bolgelerinden olur ve bu genler

sigma(o) faktorii tarafindan diizenlenmektedir (sigB) (Asai ve dig. 2015).
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1.5.1 Staphylococcus aureus Bakterisinin Patojenitesi ve Biofilm

Mekanizmasi

Staphlococcus aureus, kok yapisinda, gram pozitif ve koagiilaz pozitiftir
(Boudjemaa ve dig. 2019, David ve Elliott 2015). Sekil 1. 2 (a)'da 1pm capinda
Staphylococcus aureus bakterisinin glutaraldehit ile sabitlenerek, taramali elektron
mikroskopu (SEM) sayesinde fotografi kaydedilmistir (Monteiro ve dig. 2015). Sekil
1. 2 (b)'de taramali elektron mikroskopuyla (SEM) MRSA252 nin inmeli-¢ikmali
yapilar olusturan yogun biyofilm yapis1 gortilmektedir (Guo ve dig. 2017).

Sekil 1. 2: Staphylococcus aureus bakterisinin SEM goriintiisii. a - Sol tarafda boliinmiis
olan iki yeni hiicre, sag tarafa ise olgun halde kok halinde S. aureus hiicresi gériinmektedir
(Monteiro ve dig. 2015). b - tedavi edilemeyen MRSA252 susunun yogun sekilde
olusturmus biyofilm yapisi (Guo ve dig. 2017).

S. aureus, diinya ¢apinda hastane kaynakli enfeksiyon etkeni olmakla beraber
toplum ile iligkili bakteriyel enfeksiyonlarin da basinda gelen nedenlerdendir (Bitrus
ve dig. 2018). Yumusak doku, cilt, deri, yara, kan dolasimi, kemik ve eklem
enfeksiyonlarmma neden olan en yaygin patajonlerdendir (Lowy 1998). Bazi
durumlarda firsatci patojen olarak bilinen, hayvanlarin ve insan niifusunun yaklasik
% 20'nin burun bosluklarinda S. aureus’a rastlanmaktadir (Cole ve dig. 2001;
Mehraj ve dig 2016). Ayn1 zamanda gida zehirlenmelerinin diinya ¢apinda en énemli
nedenlerinden biri olan S. aureus, islenmis et triinlerini, islenmeye hazir sebzeleri,
cesitli gidalar1 kontamine edebilir ve bazi enterotoksinler iretebilmektedir (EI-

Hadedy ve EI-Nour 2012).

11



Genelde hastane kaynakli olmayan Staphylococcus aureus tespit edilen
vakalar gentamisine duyarlidir. Fakat Metisiline Duyarli Staphylococcus aureus
(MSSA) ve Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) gilinlimiiziin en
onemli toplum saghigi sorunudur. MRSA’lar neredeyse tiim B-laktam
antibiyotiklerine direnglidirler (Acree ve dig. 2017). Diinyada MRSA’lar,
antibiyotiklere direcli en sik saptanan patojendir (Leone ve dig. 2015). Son raporlara
gore MRSA suglari hem yetigkin hem de pediatrik popiilasyonlarda pnoémoniye
neden olmaktadir (Wardenburg ve dig. 2007). Hastane veya toplumsal kaynakli bazi
S. aureus enfeksiyonlar1 ile yapilan ¢aligsmalarla, hiicredist matriksin olusumundan
sorumlu diizenleyici gen bolgelerinin oldugu gosterilmistir. Biyofilm olusumda agr,
sarA, sigB, ica, rbf, tcaR, arlRS ve alsSD gibi genlerin diizenleyici oldugu
bilinmektedir (Rice ve dig. 2007).

Bu bakterinin biyofilm olusumu, accessory gene regulator (Agr) tarafindan
diizenlenmektedir. Quorum sensing (QS) sistemindeki sinyal molekiillerini
diizenleyici olmakla beraber, bakterinin patojenitesinden ve biyofilm gelisimininin
baskin bir diizenleyicisi olarak bilinmektedir. Bakteri yiizeye tutunurken {iretilen bir
oto-indiikleyici peptidin (AIP) sinyali olarak bilinen QS molekiilii sentezler. AIP
sinyalinin hiicre dis1 seviyeni algilamasin1 Agr gen bolgesi kodlar. AIP sinyallerin
kimyasal yapis1 tiirden-tiire veya tiir i¢inde degisebilmektedir (Paharik ve Horswill

2016).

Staphylococcal accessory regulator olarak bilinen SarA lokusu da biyofilm
olusumunu etkileyen ¢esitli genlerle dogrudan iliskilidir. Bir¢ok in vivo ve in vitro
calismalar, SarA'nin biyofilm olusumunda 6nemi bir rolii oldugunu gostermistir.
SarA'nin kismen de olsa regiilator faaliyeti agr tzerindeki etkilerle iliskilidir.
Saflagtirillmig SarA, agr lokusunun P1, P2 ve P3 promdtorlerini kapsayan bir
bolgedeki 3 kisma dogrudan baglandigi bulunmustur (Bai ve dig 2019; Paharik ve
Horswill 2016). SarA ailesininden olan Rot, P3 promotoriiniin transkripsiyonun
bastirarak ekspresyonun azalmasina yol agmaktadir. Bu arada Rot “repressor of
toxins” olarak bilinir ve 15.6 kD olan regiilator proteindir. Ayn1 zamanda SarA'nin
13.6 kD olan homologu SarR mevcuttur. SarR negatif bir regiilatordiir ve bunu 3
promotore (P1, P2 ve P3) baglanarak gergeklestirilir. Ve her bir sistemde oldugu gibi

bir  regiilator sigma faktorleri mevcuttur. Sigma faktorleri RNA polimeraz
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holoenzim'lere promotor o&zelligi saglar ve transkripsiyonun baslamasi igin
gereklidir. S. aureus igin bu sistem sigma faktorii (SigB) tarafindan regiilasyonu
gerceklestirilir. SigB farkli streslere tepki vererek buna bagli olan proteinleri regiile
eder. Ve agr sisteminin ekspresyon dengesini saglar, yonlendirir ve dolayl olarak agr
regililatorii ile islev gosterir. Ek olarak S. aureus, SigB'nin yani sira SigH olarak
bilinen ikincil bir alternatif sigma faktoriinii barindirmaktadir. SarA regiilatoriinii

daha iyi anlamak i¢in sematik olarak Sekil 1. 3" e bakiniz (Jenul ve Horswill 2018).

Sekil 1. 3: SarA diizenleyici ag1 ve SarA promotor bolgesi: Sekilde gosterildigi gibi 3 farkl
promotdr (P1,P2 ve P3), SarA gen ekspresyonu i¢in uyarilir. Uyarilma gerceklestikten sonra
alternatif sigma faktorii o B (SigB) devreye girer. SigB, P3 promotoriine baglanarak
SarA'nin ekspresyonunu yonlendirir. Bu arada SarR {i¢ promotdriin hepsine baglanarak
ekspresyonu inhibe ettigi i¢in SarA tarafindan otoregiilasyonu engellenir. Ve nihayetinde
SarA (ailesinden) SarH1, SarT, Rot proteinlerinin negatif regiilasyonu olarak islev goriir ve
agr sisteminin aktivasyonuna olanak saglanmaktadir (Jenul ve Horswill 2018).

1.6 Kanser

Kanser, hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz sekilde biiyliyerek yayilmasiyla
gelisen bir hastaliktir ve kontrol edilmezse ¢ogu zaman dliimle sonuglanir. Oliim

Olim nedenleri arasinda, kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer
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almaktadir. Insanlarm kanser olma nedenleri tam anlasilamamis olmasina ragmen
kalitsal farklilik, genetik hatalar ve bagisiklik kosullar1 gibi degistirilemeyen
faktorlerin etkisinin yanisira sigara, alkol ve asir1 kilo gibi degistirilebilen faktorlerin

de kansere yakalanmada 6nemli rolii vardir.

Hepatit C viriisii (HCV), Hepatit B viriisii (HBV), Insan papiloma viriisii
(HPV) ve Helicobacter pylori gibi bazi bakteri veya viriisler de kansere neden
olabilmektedir. Bakteriyel ve viral kaynakli bazi kanserler, as1 ya da enfeksiyon
tedavisi gibi miidahalelerle 6nlenmektedir (WHO Cancer 2018; American Cancer
Society 2019).

Dogada, quantum enerjili sayisiz etken mevcuttur ve bunlar
makromolekiillerden elektron kopararak onlarin yapilarini bozarlar. DNA'da cift
veya tek zincir kiriklarina ve yapi taslarindaki sekerlerin modifikasyonuna neden
olurlar. Ornegin, radyasyon, kimyasal madde kirliligi, UV, X ve gama 1sinlar1 gibi
dis etkilere maruziyet hiicrede mutasyon gibi istenmeyen degisikliklere neden
olmakta bu da kansere yatkinligi arttirmaktadir. Normal bir hiicrede DNA'da olusan
herhangi bir hasar, tamir mekanizmasi ile hemen onarilir veya hiicre dongiisii tamir
edilene kadar durdurulur. Hatta hasarli hiicre apoptoz ile yok edilmektedir. Eger
tamir mekanizmasindaki sorunlar ya da hiicre dongiisiindeki kontrol edilemeyen
durumlar hiicreyi apoptoza siiriiklemez ise i¢in hiicre hasarli sekilde cogalir. (Yokus

ve Cakir 2012; Bartek ve dig. 1999).

Genetik degisikliklerle hiicrenin, kanserlesme siirecine etki eden 6 farkli yol
bilinmektedir. Bunlar; 1) Bagimsiz sekilde poliferasyon gergeklesmesi (biiyiime
faktorli sinyallerinde), 2) Biiyiime baskilayici sinyallerden kaginma, 3) Programli
sekilde gerceklesen hiicre 6liimiinden yani apoptozdan kacinma, 4) Limitsiz olarak
cogalma potansiyeli, 5) Anjiyogenez ve 6) Metastaz (yayilma) ve invazyon

(istila) dur (Hanahan ve Weinberg 2011) (Sekil 1. 4).
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Sekil 1. 4: Sematik olarak hiicrenin kanserlesmesinde 6 temel kural (Hanahan ve Weinberg
2011).

1.7  Apoptoz

Gen seviyesinde hassas sekilde diizenlenen bir sistem olan Apoptoz, DNA
hasarindan sonra veya gelisim esnasinda hasarli hiicrelerin programli sekilde ortadan
kaldirilmasidir (Riccardi ve Nicoletti 2006). Okaryotlarda embriyogenez sirasinda,
timor regresyonu, doku biitiinliigli ve bagisiklik yaniti gelisiminin hemostatik

kontroliinde ortaya ¢ikan sorunlar i¢in bagvurulan en yaygin hiicre 6liimii bi¢imidir.

Mekanizmast karmagsik olan apoptoz bircok sinyal yolagini (pathway)
icermektedir. Bu sinyaller hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller olup Apoptozu
uyarabilmektedir. Baz1 hormonal uyaricilar, iyonize radyasyon, oksidadif hasar, viral
infeksiyonlar ve bazi toksinler DNA hasarint meydana getirdikleri ig¢in timor
baskilayici genlerden olan P53 aktive eder ve bu yoldan hiicreyi apoptatik 6liime
gotiiriir. Kanser tedavisinde kemoterapi, 1sinlama ve bazi kullanilan ilaglarin da bu
yonde etkisi vardir. Ayrica hormonal uyaricilardan olan kortikosteroidler bazi
hiicrelerde apoptotik 6liime yol agabilmektedir (Pistritto ve dig. 2016; Elmore 2007,
Kaczanowski 2016).

Apoptotik siirecde bazi diizenlemeler yapan protein aileleri mevcuttur.

Bunlardan en 6nemlileri Bcl-2 ve kaspaz proteinleridir.
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1.7.1 Bcl-2 Protein Ailesi

B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) protein ailesi mitokondrial dis membranin
gecirgenligine (MOMP) aracilik ettikleri i¢in  “apoptotik anahtar” goérevi
gormektedirler (Adams ve Cory 2007). Bu protein ailesi mitokondri membran
biitiinligiinii kontrol eden pro-apoptotik ve anti-apoptotik intinik yolaklari regiile
etmektedir (Suhaili ve dig. 2017). Bcl-2 proteinleri, BH1, BH2, BH3, BH4 ile bilinen
en az bir Bcl-2 hemoloji alan1 igermektedir. Bu BH alani bir grup anti-apopototik ve
iki grup pro-apopototik fonksiyonlu ii¢ alt gruba ayrilmaktadir. Pro-apoptotik
proteinlerde dimerizasyon i¢in Bcl-2'nin BHI ve BH2 alanlar1 gerekli olmakla
birlikte, BH3 alan1 anti-apoptotik ve pro-apoptotik protinlerin  birbirleriyle
etkilesiminde cok onemlidir. Bu yiizden tiim aile {liyelerinde bulunmaktadir. BH4
domeni ise esas Oliim bastirici aktiviteye sahip bazi pro-apoptotik bcl-2 ailesi
proteinlerinde bulunmaktadir. Sekil 1. 5 de pro-apoptotik ve anti-apoptotik olan bcl-
2 ailesinden bazi proteinler verilmektedir. (Pistritto ve dig. 2016). Anti-apoptotik
proteinler, sitokrom-c'nin mitokondriyal salimini regiile ederek apoptozu bloke eder,
proapoptotik proteinler ise bu salimi art1 yonde ilerleterek apoptozu tesvik ederek

hareket eder (Chipuk ve dig. 2010).

Bax proteini, mitokondride translokasyon sirasinda apoptozu indiikleyen
sitolitik bir proteindir. Ayn1 zamanda Bcl-ailesi iiyeleri iginde en yiiksek apoptotik
degere sahip olan proteindir. Ornegin Bcl-2 proteinin miktar1 fazla oldugunda hiicre
yasamina devam ederken, Bax proteini miktarindaki artig hiicreyi apoptoza gotiiriir
(Elmore 2007). Bcl-2 protein ailesinin anti-apoptotik ¢ok alanli (H1-H4) fiyeleri,
dogrudan inhibitor etkilesimine girerek Bax'in mitokondriyel membranda gézenek
olusturma aktivitesine karst koymaktadir. Ayn1 zamanda endoplazmik retikulum un
Ca*? depoloma kapasitesini indirerek Ca™ iyonlarinin sitoplazmaya salimmini
onlemektedirler (Distelhorst ve Bootman 2011). Bax proteinini benzersiz yapan
yapisinda mitokondriyel membran ile gecici etkilesime girebilen 6A7 N-terminal

epitopunun olmasidir (Suhaili ve dig. 2017).
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Sekil 1. 5: Bcl-2 protein ailesinin yapisal domainleri. Pro-apoptatik ve anti-apoptotik

proteinler, 9 a-helisinden olugan benzer bir protein yapisindadirlar (Suhaili ve dig. 2017).

1.7.2 Kazpaz Ailesi

Apoptozda gergeklestirilen bazi olaylari bir sistein (aspartik proteazlar) olarak
bilinen Kaspaz'lar yapmaktadir. Proteolitik enzim olarak bilinen kaspazlarin hiicre
6limii ve inflamasyonun kontroliindeki rolleri ¢ok biiyiiktiir (Shalini ve dig. 2015).

Uc grup kaspaz vardir;
* Baslatic1 kaspazlar: kaspaz -2, kaspaz -8, kaspaz -9, kaspaz -10
* Efektor kaspazlar: kaspaz -3, kaspaz -6, kaspaz -7

* Inflamatuar kaspazlar: kaspaz -1, kaspaz -4 .kaspaz -5, kaspaz -11, kaspaz -

12, kaspaz -12, kaspaz -14.

Kaspazlarin  apoptotik olmayan gorevlerinde, hiicre farklilasmasi,
poliferasyon, tiimor supresyonu, noral gelisim, akson rehberligi ve yaslanma vardir

(Shalini ve dig. 2015).
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1.7.3 Apoptoz Mekanizmalari

Memeli hiicrelerinde apoptoz Ekstrensek (dis) ve Intrensek (i¢) olmak iizere 2

yolakla indiiklenir (Sekill. 6).

Dis apoptotik yolakta hedeflenmis hiicre membranindaki bazi reseptorlere
baglanmak i¢in sinyal molekiilleri uyarici islem baslatir. Bu sinyal molekiilleri TNF
(timor nekroz faktorii) ailesi proteinleri (TNF- o, TNFR1) ve Fas ligantlaridir (FasL,
FasR). Membranda bulunan reseptorler ligantlarin baglanmasi i¢in alan yaratirlar. Bu
alan 6liim domaini (DD) olarak bilinmektedir. Uygun gelen ligant hiicre membranina
baglandiktan sonra, o alanda konformasyonel bir degisiklige ugrar. Bu reseptor-
ligant etkilesimi FADD ve TRADD gibi adaptor proteinler yardimiyla gerceklesir.
Etkilesim sonucunda prokaspaz -8 /-10 aktive olunur. Aktiflesmis olan prokaspaz -8
/-10, prokaspaz -3/ -6/ -7 ‘yi aktiflestirerek hiicreyi Oliime ugratan kaspaz kaskati
olusturur (Pistritto ve dig. 2016; Suhaili ve dig. 2017).

Bazi hiicreler dis apoptotik yolla 6lmezler. Bu durumda kaspaz-8 tarafindan
amplifikasyon adimi gergeklestirilir. Bu adim sadece BH3 alani olan Bid proteini
tarafindan gerceklestirilir. Bid proteini, t-Bid fragmanini iiretir ve mitokondriyal dis
zar gecirgenligini (MOMP) indiiklemek i¢in hiicreyi i¢ apoptoz yolagina stiriikler
(Plati ve dig. 2008).
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Sekil 1. 6: i¢ ve dis apoptoz yolaklar1 (Pistritto ve dig. 2016).

I¢ yolakta ise farkli stres kosullarma (151n, kemotropik ajan tedavisi vb.) yanit
olarak mitokondriye bagimli 6liimden bahsedilmektedir. Bu yolak, timor supresor
P53 geninin, Bax ve Bak gibi proteinleri aktive etmesiyle baslar (Shalini ve dig.
2015). Bax ve Bak'in aktive edilmesi, antiapoptotik proteinler olan Bcl-2, Bcl-xL ve
Mcl-1'in nétrolize edilerek dis membran gegirgenligini artirir. Bu gegirgenligin
sayesinde sitozol igerisine sitokrom-c gibi aktivator salinimi gergeklesir. Sitokrom-cC
sitozolik Apaf-1"e (apoptoz proteaz aktivite edici faktor-1) baglanir. Ve basglatici pro-
kaspaz 9'u proteolizine izin veren apoptozom adli bir kompleksi olusturur. Bu
kompleks ilk olarak kaspaz -9'u sonra efektor kaspazlardan olan kaspaz -3, kaspaz -
7, kaspaz -6'y1 aktive eder ve hiicreyi apoptoza gotiriir (Pistritto ve dig. 2016).
Mitokondride membran gegirgenligindeki artis ile sitokrom-c, Omi / HtrA2 ve Smac
/ DIABLO gibi mitokondriyel proteinler sitozole salinir. Bu proteinler apoptoz
inhibitor proteinleri (IAPs)'nin islevini baskilayarak kaspaz-9 un aktivasyonunu
engeller. Ancak sitokrom-c apoptozu geri doniilemez bir yola siiriikler ve apoptoz

tamamlanir (Mace ve dig. 2010).
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1.8 Hiicre Dongiisiinii Diizenleyen Proteinler

Hiicre dongiisii, G1, S, G2 ve M evrelerinden olusur. Bu evreler arasi gegis ve
kontrol, CDK-siklin bagimli kinazlar ve CDKI- siklin bagimli kinaz inhibit6r
proteinleri tarafindan yapilmaktadir. Inhibitér proteinlerin baglanarak olusturdugu
siklin-CDK kompleksleri, hiice dongiistiniin devamliligint saglar. G1-S fazina gegis
¢ok onemlidir. Clinkii S fazi DNA replikasyonun meydana geldigi evre olarak da
bilinir. S fazina geg¢isi CDKI proteinleri kontrol eder. Saglam hiicrelerde devam eden
hiicre dongiisiinde fazlar aras1 farkli CDK ve kinaz proteinleri gorev alarak dongi
tamamlanir (G1—-S—G2—M). Fakat kanserli hiicrelerde S fazinda CDK ile birlikte
Siklin/Cdk kompleksi olusur ve DNA replikasyonu inhibe olur. Inhibisyon
mekanizmasi, iki farkli CDKI ailesi protenleri tarafindan gerceklestirilir. P21, P27,
P57 proteinlerinden olusan Cip/Kim ailesi bilinen tiim CDK'lar1 inhibe eder.
INK4/AREF ailesinin iiyeleri olan P15, P18 ve P19 proteinleri ise CDK4 ve CDK6’y1
inhibe eder (Chulu ve Liu 2009; Cabadak 2008).

1.9 P53 Geni

Hiicrede bir¢ok olaylar1 regiile eden anti-onkogen veya tiimdr baskilayici
genler vardir. Bu baskilayici genlerin en 6nemlisi olan P53, 11 eksondan olusur ve
17. kromozomun kisa kolu iizerinde bulunur. P53 geni, kontrolsuz hiicre
poliferasyonunu engeller ve hiicre dongiisiindeki bazi protein ve bolgeleri regiile
eder. P53'de gergeklesen bir mutasyon ve buna bagli fonksiyon kaybi tlimorlesmis
hiicrelerin gelisimine olanak saglar (Vousden ve Lane 2007; Machado-Silva ve dig.

2010).

DNA'da hasar varsa hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina gegiste P53
geninin ekspresyonunda artis olur ve P21 proteini sentezlenir. DNA’daki hasar tamir
edilene dek hiicre dongiisii durur. CDKI ailesinin inhibisyon proteini olan P21'in
CDK?2 ile beraber olusturdugu kompleks, dongiiniin devam etmesi igin siklin/CDK
kompleksini inhibe eder ve hiicre diger faza gecemez. Olusan stres, DNA tamirinde
gorev alan yardimci proteinlerin ekspresyonunda artisa neden olur ve P53, hiicreyi
apoptoza stiriikkler. Mitoza girmeye hazirlanan bir hiicrede, P53’iin sikline bagimli
kinaz olan Cdc2'yi (CDKI olarak bilinen CDK protipi) inhibe ederek hiicrenin G2
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fazinda bloke edildigi de bulunmustur. Cdc2, siklin B1 geniyle kompleks
olusturmakta ve hiicre M fazina gegmektedir. Ancak P53, siklin B1'i inhibe ederek
hiicrenin mitoza girisini engellemektedir (Rother ve dig. 2007; Chulu ve Liu 2009).
P53 hiicre poliferasyondaki rolii ile birlikte i¢c ve dis apoptotik yolakta yer alan
molekiilleri de diizenler. i¢ apoptotik yolakta pro-apoptotik Bcl-2 (Bax, Noxa,
PUMA ve Bid) ailesi iiyelerini modiile ettigi i¢in bu iz yolunda énemli bir rol oynar

(Pistritto ve dig. 2016).

1.10 Meme Kanseri

1.10.1 Meme Yapis1 ve Anatomisi

Kadinlarda ve erkeklerde bulunan meme yapisi farkli sekilde geligsmistir. Her
iki cinste, ergenlikten Once neredeyse ayni boyuttayken, kadinlarda ergenlik
zamaninda yumurtaliklarda strojen hormonunun salinimin baslamasiyla memelerde
artan sekilde gelisim yasandigi bilinir. Bilateral organ olan meme, sinirler, kan
damarlari, lenf damarlari, lenf diigiimlerinin agindan ibarettir. Yapisal olarak da yag
doku ve pullu bag dokusundan olugmustur (Sekil 1. 7 - A, B) (Jesinger 2014). Kadin
viicudunda meme hormonal degisikliklere kars1 asir1 derecede hassas olan glandiiler
organlarlardir. Adet donemlerindeki farklilagmalarla  yapisinda  olusmus
farklilasmalar senkronizedir. Kadin memeleri 12-20 lobdan ve bunlarin daha kiiciik
lobiillerden olustugu bilinmektedir. Loblar ve loliiller siit kanallariyla birbirine
baglidir. 15-25 kadar siit kanallar1 da siit siniislerini olusturarak meme ucu tabanina
birlesir. Meme parankiminin biiyiik bir kismi, 2. veya 3. kaburga noktasindan, gogiis
kemigi sinirindan 6n koltukaltina ¢apraz gecis yapan 6. veya 7. kaburga noktasina

kadar genisler (Sekil 1. 7 - C) (Akram ve dig. 2017).
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Sekil 1. 7: Orta yash kadinin meme yapisi (A, B - Jesinger 2014; C - Thomsen ve Tatman
1998).

1.10.2 Meme Kanserinin Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

2012 yilinda kanser teshisleri icerisinde en fazla teshis konulan meme
kanseridir. Vaka sayisi bildirilmis kanser vakalarindan meme kanseri, tim kadin
kanserlerinin %18 ni olusturmaktadir. Baz1 tahmin edilebilen sonuglara gore 2021
yilina kadar 100.000 kadin basmna 85 meme kanserine yakalanma riski
beklenmektedir (Han ve dig. 2013). Meme kanseri, orta yas ve iistii kadinlarda daha
cok goriilmektedir. Geng¢ kadinlarda meme kanseri goriiliimii ¢cok nadirdir. Geng
yasta meme kanserinin Ozellikleri olgun veya yashi kadinlardan farkli ve
beklenmedik davranislar sergiler. Ayn1 zaman da kanserin teshis edilme evresi ileri

seviyelerde olmaktadir (Lee ve Han 2014).

Diinyada en yaygin kanser cesiti olan meme kanseri diinyadaki kadinlarin
kansere bagli 6lim nedenlerinin basinda yer alir. Meme kanseri vakalarmin az

gelismis iilkelerde daha fazla goriildiigii bilinir (Akram ve dig. 2017).

Tiirkiye’de kadinlarin yakalandigi kanser vakalarinin en ¢ogu meme
kanseridir. 2015 yilindadaki verilere gore Tirkiye'deki kadinlarin tim yas
gruplarinda goriillen meme kanseri orani %24.7°dir. Tiirkiyede kadinlarin yas

gruplarina gore; 0-14 yas grubu kadinlarda en fazla goriilen kanser 16semi (%31.2),
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15-24 yas gruplarindaki kadinlarda tiroid kanseri, 25-49 yas gruplarindaki (%34.6),
50-69 yas gruplarindaki (%24.7) ve 70 yas iizeri (%]15.1) kadinlarda ise meme
kanseridir (Tirkyilmaz ve dig. 2015).

Erkeklerde diinya genelinde meme kanseri ¢ok nadir goriiliir ve her iki cinsin
meme kanserlerinin % 0.5-1’ni olusturur. Bu oran 2012 yilinda Tirkiye'deki
erkeklerde tiim kanser vakalar arasinda %0.37°dir. Erkeklerde meme kanserinin bu
kadar diisiik insidans gostermesinin nedeni diisiik meme dokusunun bulunmasi ve
hormonal farklilagmadir. Bununla birlikte ¢ogu kanser gibi meme kanserinin seyri de

her gegen yil artmaktadir (Yalaza ve dig. 2016).

Meme kanserinde etkili bir¢ok risk faktorii vardir. Bazi faktorler birbirleriyle
iligkili veya etkilenebilir. Risk faktorlerine lireme, yas, genetiksel yatkinlik, ¢cevresel
ve ailesel meme hastalig1 tarihgesi gibi olgular dahil edilir. Yas faktoriiniin meme
kanseri lizerinde farkli bir seyri mevcuttur. Amerika’da ve Tiirkiye’de yapilan
istatistik caligmalar, meme kanserinin artan yasla birlikte riskinin arttigim1 da
gostermistir (Shah ve dig. 2014). Meme kanserli ve saglam insanlarda birbiriyle
iligkili iki gen (BRCA1l ve BRCA2) mevcuttur. Her iki gen de DNA tamir
mekanizmasinda ve farkli bolgelerde karisik bir aktiveteye sahiptir. Bu genlerdeki bir
mutasyon, yumurtalik ve meme kanseri tehlikesini arttirmakla birlikte genetiksel
etkinin yanisira ¢evresel faktorlerin etkisi oldugu da bilinir (Nkondjock ve Ghadirian
2004).

1.10.3 Meme Kanseri Evreleri

Meme kanseri, dort evreden olusur.

0. evre: Biiylimeye baglayan tliimdriin siit kanallarindaki veya loplardaki
kisimlarda yayilmaya basladigr goriilmektedir. Tiimoér doku istilasina daha

gecmemistir.

1. evre: Bu evrenin 1A ve 1B olarak iki agsamasi tanimlanmistir. 1A'da lenf

diigiimlerine ulagsmayan tiimér 2 cm kadar boyutlardadir. 1B'de artik lenf
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diigiimlerde yaklasik 0.2 mm boylarma kadar kanserli hiicreler vardir. invaziv meme

karsinomu olarak da tanimlanir (Akram ve dig. 2017).

2. evre: Tiimor, sentinel lenf diiglimlerinde veya aksiller lenf diiglimlerinde 2

cm’'den biiyiiktiir. Ancak daha meme dokusuna ulagsmamigtir (Moran ve dig. 2014)

3. evre: Biraz biiyiik dlgiilere ulasabilen tiimoriin meme derisinde sisme veya
ilsere neden oldugu goriiliir. Lenf diiglimiine ulasan timér memenin kirmizi ve
sismesine neden olur ki bu durum enflamatuar meme kanseridir. Bu asamanin
sonunda tiimor 10 veya daha fazla aksiller lenf diigiimiine kadar yayilir. Kopriictik
kemigi iizerinde bulunan tiimdriin etrafinda artik lenf diiglimleri vardir (Akram ve

dig. 2017).

4. evre: lleri seviyede ve metastaz asamasindaki kanser akciger, karaciger,

beyin, kemikler vb. organlara yayilir (Neuman ve dig. 2010).

1.10.4 Meme Kanseri Tipleri

Meme kanseri baslica iki doku tipi olan glandiiler dokulardan ve stromal
(destekleyici) dokulardan olusur. Destekleyici dokular memenin anatomik yapisinda
baslica yer alan yag dokusu ve lifli bag dokularini icerir. Glandiiler dokular ise siit
iiretimi i¢in gerekli bezleri yani lobiillerden ve siitiin meme ucuna tasinimi i¢in olan
sit kanallaridir. Bolgesel olarak farkli alanlarda da meme kanserleri meydana
gelebilir. Bunlarn bazilar1 iyi huylu tiimorlerdir. Bunlara fibrostik Kistler,
yumrulagmig bolgeler, deri veya i¢ kisimdaki kalinlagmalar 6rnek gdsterilebilir

(Khuwaja ve Abu-Rezq 2004).
Memede bulunan kanserlesmis alanlara gore meme kanseri 2 ye ayrilir.

1.Invaziv olmayan meme kanseri; siit kanallarinda meydana gelmis olan

tiimorlerdir.
2.Invaziv meme kanseri; yag ve bag dokularinda olusmus olan tiiméorlerdir.

En cok goriilen meme kanserleri agagida verilmistir:
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* In Sitii Duktal Karsinom (DCIS): en ¢ok gériilen invaziv olmayan

meme kanseridir (Sharma ve dig. 2010).

* In Sitii Lobiiler Karsinom (LCIS): az goriilen invaziv olmayan meme

kanseridir. Daha ¢ok lobiillerde gelisir (Clauser ve dig. 2016)

* [nfiltratif Duktal Karsinoma (IDC): invaziv meme kanseri olarak bilinen
ve meme kaserlerinin %80'ini olusturan en yaygin kanser tiiriidiir. Ilk olarak siit

kanallarinda ve bu kanallarin duvarlarina yayilarak yag dokusunu istila eder.
Daha az goriilen meme kanserleri su sekilde siralanabilir:

* Mediiller Karsinom: Invaziv meme kanseri olarak bilinir. Mediiller

kanserler tiim meme kanserlerinin %5 'ni olusturur.

* Miisindz Karsinom: Mukus iireten nadir bir kanser tiiriidiir. Diger

invaziv karsinom tiplerine sahip kanserlere gére daha iyi bir progroz gdsterir.

* Tibiiler karsinom: Invaziv karsinom olarak bilinen bu meme kanseri

tiiri diger meme kensari vakalarinin %2 sini olusturur.

* Enflamatuar meme kanseri: Son derecede hizli biiyliyen bu kanserler
kadinlar arasinda ¢ok az goriliir (%]1). Lenf damarlarini tikayarak kalin, ¢ukurlu ve

iltihapli gogiislerin ortaya ¢ikmasina neden olur.

* Filloid tiimdr: iyi huylu olarak bilinen bu tarz meme kanserleri ¢ok az
6liime neden olur. Memenin bag dokularinda gelisme saglayan bu tiimorler cerrahi

yontemlerle ¢ikarilir (Sharma ve dig. 2010).

1.11  Propolis Olusumu ve Tanimi

Apis mellifera L. neredeyse cicekli bitkiler kadar uzun bir zamandan
giiniimiize kadar gelmistir. Arilar, ekvator yagmur ormanlarindan Avrasya nin,
Kuzey Amerika’nin tropik colleri ve yari arktik bolgelerine kadar diinyanin her
yerine yayilmistir. Arilarin genis yayilis alania sahip olmasi ve evrimsel basarisi,

onlarin irettigi iiriinlerden, kolonileri i¢in gida yap1 malzemelerinden ve savunma
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silahlarindan kaynaklanir. Art zehri, balmumu ve an siitii, kimyasal olarak arilar
tarafindan sentezlenir. Bal, polen ve propolis ise arilarin bitkilerden aldiklar1 {irtinleri

degistirerek tirettikleri {irtinlerdir (Bankova ve dig. 2018).

Propolis (ar1 tutkalr), arilarin kovani kuvvetlendirmek ve mikroorganizmalara
kars1 koymak amaciyla bitkilerden toplayarak olusturdugu kahverengi tonlarinda
recelimsi bir maddedir. Kelime anlami Yunanca'dan gelen propolis; pro — savunma,
polis ise sehir anlam1 tagimaktadir. Bal arilari, genellikle 1liman bolgelerde bulunan
kavak, karaaga¢, kaymn, atkestanesi ve bazi kozalakli agik tohumlu bitkilerden
propolis toplar (Ghisalberti, 1979). Propolis, kovandaki taraklar1 onarmak, ince
kenarlar1 giiclendirmek ve catlaklar1 kapatmak amaciyla yapi malzemesi olarak
kullanilmasiin yanisira kovandaki 6lii bir arinin etrafini sararak hem c¢liriimesini
tetikleyici yonde, hem de bakteri ve kiif olusumunun daha az goriilmesini
saglamaktadir (Simone ve dig. 2009). Aym1 zamanda propolis, bal arilarnin
bagisiklik sisteminde bir¢ok ar1 patojenlerine karsi detoksifikasyon olarak birincil
ilag gibi islev gormektedir. Koloni refahi icin propolis bulunmasi ¢ok Onemli

unsurlardandir (Simone ve dig. 2017).

Isci arilar, yaralanmis veya dogal akintis1 olan bitkilerin, yapraklarindan,
tomurcuklarindan lipofilik malzeme, recine, kauguk hammaddesi gibi topladiklar
farkli bitkisel sivilar1 kovanda balmumu ile karistirip cesitli islemlerden gecirerek
propolisi iiretirler (Banknova ve dig. 2018). Endiistrilesmenin artmasi, dogal bitki
Ortlislinlin azalmasi1 gibi insanoglunun dogaya verdigi ciddi zararlar nedeniyle bitki
bulamayan arilar taze boya veya asfalt gibi zehirli iiriinlerden regineli madde
toplayarak propolis iiretmektedir. Bu tiir propolis'ler kirlenmis propolis olarak bilinir
(Algarni ve dig. 2015).
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1.11.1 Propolis'in Kimyasal Icerigi

Propolisin kimyasal igerigi alindig1 yilin mevsimlerine ve alindig1 bolgelere
gore farklilik gosterir. Ciinkii arilarin farkli habitatlardan ve farkli bitkilerden
topladig1 iiriinler degiskendir. Bu yilizden standardizasyonu c¢ok zordur. Aym
zamanda toplanan saf propolisin in vitro calismalarda kullanilabilmesi igin farkli

¢oziiclilerle homojen hale gelmesi de gerekmektedir (Sforcin ve Bankova 2011).

Sogukken sert ve kirilabilen, fakat 1siya maruz birakildiginda yumusak,
esnek ve ¢ok yapiskan bir lipolifilik malzeme olan propolis, hos aromatik bir kokuya
sahiptir. Propolis genelde rengi kahverengi olarak bilinse de, yesil ve kirmizi
renklerde de olabilir. Kimyasal igerigi olduk¢a zengin olup %30 balmumu, %50
regine, %5 polen ve %10 ugucu yaglardan olugmaktadir. Diger %5 lik diliminde ise
fenolik asitler (sinamik ve kafeik asit), bazi esterler, flavonoidler (flavonlar,
flavanonlar, flavonoller ve dihidroflavonol kalkonlar1), aromatik aldehitler, alkoller,
yag asitleri, terpenler, stilbenler ve B-steroidler gibi ¢esitli bilesenler vardir (Silva-
Carvalho ve dig. 2015). Tablo 1. 2 “de propolisin; flavanoid, yag asidi, alifatik asit,
seker, mikroelement, aromatik asit, ester, vitamin, alkol ve terpenlerin bilesik

yiizdeleri verilmistir (Sawicka ve dig. 2012).
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Tablo 1. 2: Propolisin kimyasal igerigi (Sawicka ve dig. 2012).

Flavanoidler Yag ve alifatik Sekerler Mikroelemetnler
(%18-20) asitler (%15-18) (%0.5-2.0)
(%24-26)
Apigenin Butanedioik asit D-Altros Bakir (Cu)
Astaksantin Propanoik ait D-Glucose Magnezyum (Mg)
Chrysin Dekanoik asit D-Fruktoz Cinko (Zn)
Tectochrysin Undecanoik asit Maltoz Aliiminyum (Al)
Pinobanksin Malik asit D- Silisyum (Si)
Eritrotetrofuranos
Skualen D-Arabinoik asit Sorbofranos Demir (Fe)
Pinostrobin Tartarik asit Arabinofranos Mangan (Mn)
chalcone
Pinokembrin Gluonik asit d-Arabinos Kalay (Sn)
Genkvanin a-D-Glukofranuronik | a-D- Krom (Cr)
asit Galaktopiranos
Galangin Ostadecanoik asit a-D- Nikel (Ni)
Glucopiranosid
Pilloin Heksadekanoik asit Aromatik asitler Esterler (%2-6)
Asesetin Tetradecanoik asit (%05-10)
Kaemferide Pentandoik asit Kaffeik asit Kafeik ve fenetil
Rhamnocitrin | Glutamik asit Ferulik asit ester
Diger bazi Fosforik asit Benzoik asit 4,3Acetyloxycaffeate
flavonlar
Vitaminler | Isoferulik asit Sinnamik asit Kinnamik asit
(%2-4) 2,3,4-trihidroksi Alkol ve terpenler | 3-Methoxy-4
butirik asit (%2-3.3) cinnamate
A b-D-
Glukopiranuronik asit
B1l/ B2 9,12-Oktadekadienoik | Gliserol 3,4 dimethoxy-
asit trimethylsilyl ester
E Eritritol
C a-Cedrol 2-propenoik asit
PP Ksilitol methil ester
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2. MATERYAL ve METOD

2.1 Malzemeler

2.1.1 Kaullanilan Kimyasallar ve Kitler

Tryptic Soy Broth (TSB-Biokar, BKO46HA); Agar (Sigma, 05039); Agaroz
(Sigma, A9539); Kristal Viyole (Merck, 1.15940.01100); Glasiyal Asetik asit
(Merck, 1.00056.2500); Siilfiirik asit (Sigma, 30743); Soyum Kloriir (NaCl, 31434);
Baryum Kloriir (Merck, 1.01719.0500); Peptone From Casein (Tripton, Fluka,
70169); Pepton Bacteriologic (Biolife, 4122592); D-Glucose (Sigma-49159);
Roswell Park Memorial Enstitii (RPMI-1640, Sigma, R8758); Tripsin-EDTA (Gibco,
25200); Fetal sigir serumu (FBS, Gibco, 10270); Penisilin (Sigma, P4333); Dimetil
stilffoksit (DMSO-Merck, 1.16743.1000), Glisin (Multicell, 800-045-LG), Trizma
Base (Sigma, T1503); Sodyum dodesil siilfat (SDS-Sigma, L3771), Yagsiz siit tozu
(Skim milk powder, Bioshop, SKI400.1); Trisma Base (Sigma, T1503); KiloGreen
2x gPCR MasterMix (Abm); Triton X-100 (Bio Basic, DB0198); 1 kb DNA ladder
(Fermentas, SM0311), Protein ladder (Abm, G252); Sodyum deoksikolat (Sigma,
D6750); Proteaz inhibitor tableti (Thermo, 36978); Cinko kloriir (ZnCl2, Sigma,
31650); Magnezyum klorit (MgCI2, Merck, M8266 ); NBT (Nitroblue tetrazolium,
Biomatik, Cat#A4120); BCIP (5-bromo-4-kloro-indol-fosfat, Sigma, B6149);
Fenozin metasulfat (Sigma, P9625).

Calismamizda kullanilan kitler: cDNA Sentez Kiti (Abm, G236); Annexin V
- EGFP Apoptoz Kiti | (BioVision, K104); BCA protein tayin kiti (BioVision,
K813); RNA izolasyon kiti (innuPREP RNA Mini Kit 2.0).

2.1.2 Kullanilan Cihazlar

Gergek zamanli PZR cihaz1 (Applied Biosystems StepOne); Thermal Cyler
(PZR cihazi, Optimus 96G Gradient TC-096G), Terazi (Radwag, AS 220/C/2); Giig
kaynagi (Major Science MP-300V); UV jel goriintileme kabini (gelLite Jel);
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Mikroplaka sprektrofotometre, Take 3 mikro-Hacim plakasi (Biotek Epoch); Hiicre
sayma ve analiz cihaz1 (NanoEntek Arthur); Laminar flow kabini (Niive MN 120);
Infrared  Spektrometresi  (Perkin-EImerUATR Teo Spectrometer); Inverted
mikroskop (Oxion Inverso Inverted Mikroskop); CO, inkiibatorii (Niive, EC 160);
Inkiibator (Niive, EN 120); Santrifiij (Alfagen Siiper Mini Santrifiij 14K; Hettich,
EBA 20); Otoklav (Niive, OT 4060); pH Metre (InoLap pH 720); Agaroz Jel
Elektroforez Aparati (Thermo EC320); Poli Akrilamid Jel Elektroferez Aparati (Each
omniPAGE electrophoresis system); -80°C buzdolabi (Niive, DF490); Floresan
mikroskobu (Olympus BX53F Fluorescent Microscope); Infrared Sperktrometresi
(Perkin-EImerUATR Two Spectrometer).

2.1.3 Cahsmada Kullanmilan Propolis Ornekleri ve Temin Edildikleri
Kaynaklar

Calismada 2014-2015 yillarinda Cezayir’in Mila (propolisl) ve Skikda
(propolis2) illerinden toplanan iki adet propolis 6rneginin petrol eter, kloroform, etil
asetat ve metanol oOziitleri kullanilmistir. Propolis alt fraksiyonlari, Dr. Narimane
Segueni (Laboratory of natural product and organic synthesis. Department of
Chemistry, University Constantine 1. Algeria)’den temin edilmistir. Ornekler

deneyler sirasinda +4°C’ de muhafaza edilmistir.

Dorder alt fraksiyon olmak {izere toplam 8 6rnek bulunmaktadir. Propolis

kaynaklari ve alt fraksiyonlarin kodlar1 Tablo 2. 1°de verilmistir.

Tablo 2. 1: Propolis alt fraksiyonlar1 ve kodlari.

Propolis 1 (Mila,Algeria) Propolis 2 (Skikda,Algeria)

Oziit | Ornek kodu | Oziit | Ornek kodu |
Petrol eter P1-P Petrol eter pP2-P
Kloroform P1-K Kloroform P2-K
Etil astat P1-E Etil astat P2-E

Metanol P1-M Metanol P2-M

Propolis Orneklerinin uygulanabilinmesi i¢in homojen hale getirmek

gerekmektedir. Bunun i¢in ¢6ziicii olarak DMSO (dimetilsiilfoksid) kullanilmistir.
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2.1.4 Cahsmada Kullanilan Bakteriler

Biyofilm inhibisyonu, antiylizme ve antikayma aktivitesi ¢aligmalarinda
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Escherichia coli ATCC 25922 bakterisi
kullanilmistir. S. aureus susu, Refik Saydam Hifzissthha Kiiltiir Koleksiyonu
(Ankara)’ndan ve E. coli ATCC 25922 ise Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir.

2.1.5 insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1

Sitotoksisite ve anti-kanser ¢alismalarinda kullanilan insan meme kanser
hiicre hattt MDA-MB-231 kullamilmistir. Ve Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat

Fakultesi Molekiiler Biyokimya Laboratuvari’ndan temin edilmistir

2.1.6 Cahsmada Kullanmilan Primerler

Propolis alt fraksiyonlarinin, kanser ile iligkili genlere etkilerinin belirlenmesi
i¢cin i¢in uygun primer dizileri saptanmistir. Saptanmis dizilerin blastlanmasi icin
NCBI/Primer-BLAST veri tabanindan dogrulugu tespit edildikten sonra Gergek
zamanli - PZR ¢aligmalarinda kullanilmak tizere Sentegen Biyoteknoloji (Ankara)
firmasina 100 nM skalada sentezlettirilip +4°C’de muhafaza edilmistir. Sonra uygun
miktar suda ¢oziilerek -20°C’de saklanmistir. Calismada insan meme kanseri ile iligkili

kullanilan primerler Tablo 2. 2’te verilmistir.
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Tablo 2. 2: Segilen genler i¢in tanimlanan primer dizileri.

Ileri Primer (f) (5'—3) Yapisma
Secilmis Genler Geri Primer (r) (5'—3’) sicakligi
CyclinD2 (Siklin D2) | CGCCCCACCCCTCCAG 0
CCGCCCAGACCCTCAGACT 63°C
CDK4 (Sikline GCTAGCAGACTTTGGACTAGCCAG
bagiml kinaz 4) AGCTCGGTACCACAGGGTCA 60°C
CDKNIA  (Siklin | TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA
bagimli kinaz | GGCGTTTGGAGTGGTAGAAATC 52°C
inhibitorii 1)
P53 (Timor protein | ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT
053) GTGGTACAGTCAGAGCCAACC 61°C
BAX (BCL-2 iliskili | AGAGGATGATTGCCGCCGT
X proteini) CAACCACCCTGGTCTTGGATC 61°C
BCL2 (B-hiicreli | TGCACCTGACGCCCTTCAC
lenfoma 2) AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG 62°C
GCA GCAAACCTC AGG GAA AC
CASP3 (Kaspaz 3) GCT GGA ATT ACC GCG GCT 56°C
_ _ TCC TCC TGA GCG CAA GTACTC
B-Aktin(Beta aktin) CTG CTT GCT GAT CCA CAT CTG 62°C

2.1.7 Cahsmada Kullamlan Antikorlar

Western blot analizinde antikorlar, iiretici firmanin talimatlar1 geregi TBS
tamponu ile hazirlanmis yagsiz siit tozunda ¢oziilerek kullanilmigtir. Tablo 2. 3'de
calismamizda insan meme kanseri ile iligkili kullanilan antikor listesi ve temin dildigi

firmalar belirtilmistir.

Tablo 2. 3: Kullanilan antikor listesi.

Antikor Listesi
BCL-2 (Abcam, ab117115)
CDK4 (Boster, MA1020)
BAX( Santa Cruz, sc-20067)
P53 (Santa Cruz, sc-55476)
Casp-3 (Santa Cruz, sc-56062)
GAPDH (Abcam, ab8245)
Anti-Mouse-ALP (Sigma, A3562)
Anti-Rabbit-ALP (Sigma, A-3687)
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2.2 Metod

2.2.1 Antibiyofilm Aktivite Tayini

TSB besiyerinde gelistirilen bir gecelik taze kiiltiir 0,5 MacFarland tiipiine
gore ayarlanmistir. Daha sonra 96’lik mikroplakalara toplam hacim 200 ul olacak
sekilde %35 bakteri hiicresi, besiyeri ve farkli konsantrasyonlarda propolis ilave
edilmis ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edilerek biyofilm olusumu saglanmustir.
Inkiibasyon sonunda planktonik hiicreler uzaklastirilmis ve kuyular 0,01 M PBS (pH
7,2) ile birka¢ kez yikanmistir. Ardindan %0,1 kristal viyole ile boyanan kuyular
distile su ile yikandiktan sonra 200 pL %20’lik glasiyal asetik asit ilave edilmistir.
Biyofilm kiitlesinin optimal yogunlugu 570 nm’de mikroplate okuyucu ile
belirlenmigtir. Biyofilm indirgeme yilizdesi asagida verilen formiil ile hesaplanmaistir.
Propolis igermeyen bakteri kiiltiirli (pozitif) ve bakteri igermeyen propolis+besiyeri

(negatif) kontrol olarak kullanilmistir. (Nostro ve ark. 2016; Bai ve ark. 2019).

Biyofilm indirgeme (%)=[(Kontrol OD—Ornek OD)/Kontrol OD] x 100.

2.2.2 Hiicre Hareketliligi Swimming (yiizme hareketi) ve Swarming

(kayma hareketi) Inhibisyonu

Propolis fraksiyonlarinin yiizme (E. coli) ve kayma (S. aureus) hareketlerine
kars1 inhibisyon etkileri de tespit edilmistir. Her bir alt fraksiyonun minimum ve
maksimum antibiyofilm etki gosterdigi konsantrasyonlar kullanilmistir. Yiizme
inhibisyon tespiti i¢in, E. coli (12 saatlik kiiltiir,0.5 Mac Farland) kiltiriinden 5 pL
propolis i¢eren yiizme agar (% 1 tripton, % 0.25 NaCl ve % 0.5 agar) petrilerine
nokta ekim yapilmistir. Kayma inhibisyon tespiti i¢in ise S. aureus ATCC 29213 (12
saatlik kiltiirii 0.5 Mac Farland) kiiltiiriinden farkli konsantrasyonlarinda propolis
iceren Kayma Agar (% 1 pepton, % 0.25 NaCl, % 0.5 D-glikoz ve % 0.5 agar)
petrilerine 5 uL nokta ekim yapilmistir. Petriler ters ¢evrilmeden 37°C’de 24 saat
inkiibasyona tabi tutularak ve inkiibasyon sonunda koloni ¢aplar1 milimetrik olarak

kumpas vasitasiyla Ol¢iilmiistiir. Propolis icermeyen besiyerinde iireyen bakteriler
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pozitif kontrol olup ve % inhibisyon asagida verilen formiile gore hesaplanmigtir

(Monte ve ark. 2014)

% inhibisyon = [(kontrol zonu-6rnek zonu) / kontrol zonu] x 100.

2.2.3 Floresan Mikroskop Analizi

Her propolis 6rneginin maksimum antibiyofilm etki gosterdigi doz ve 12
cm'lik yuvarlak lamel igeren bakteri (Mac Farland kiiltiirii, lamel yiizeyinde biyofilm
olusumu igin 24 saat 37°C de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda lamel alinarak
1 defa steril dH,0O ile yikanmis ve lamel iizerini ortecek sekilde SYBR Green ve
Propidyum iyodiir (PI) karigtmi konmustur. SYBR Green/PI karigimi1 100uL dH,O
igerisinde 1:3 oraninda hazirlanmistir. Lameller boya solusyonunda karanlik odada
20 dak. bekletilmistir. Siire sonunda lamel lizerine immersiyon yagi damlatilarak
Floresans mikrokopta yesil ve kirmizi 1sikta 100x biiyiitmede 6rnekler incelenmistir

(Feng ve dig. 2018).

2.2.4 FITR Analizi

Bakteri kiiltiirti (0.5 Mac Farland) her propolis alt fraksiyonunun maksimum
antibiyofilm etki gosterdigi dozun (ng/ml) bulundugu besiyerinde 24 saat 37 °C de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 10.000 x g’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Stipernetant uzaklastirlarak pellet distile su ile iki kez yikanmigtir. Peletin
IR cekimleri, 400-4000 cm™ arasinda Kizilstesi Spektrometresi  (Infrared

Spectroscopy) ile yapilmuigtir.

2.2.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Insan meme hiicre hatt1 (MDA-MB-231) 37 °C’de, %5 CO2 ve %95 nem
iceren etlivde inkiibe edildi. Besiyeri olarak Roswell Park Memorial Enstitii (RPMI-
1640) kullanildi. Ticari olarak satin alinan besiyerinin igerisine hiicrelerin gelisimini

ve ¢ogalmalarini pozitif yonde artiran %10 fetal sigir serumu (FBS) buna ek olarak
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kontaminasyonu engellemek icin %!l penisilin+streptomisin  kombinasyonu
eklenmistir. Steril 75 cm?2’lik flasklarda {iretilen hiicreler, 1-3 giinde bir hiicre
yogunlugu izlenmistir. Hiicre yogunluk yiizdesi gozle goriinecek (~% 70 +)
yogunluga ulastiginda besiyeri uzaklastirilarak fosfat tamponlu tuz (PBS) ile yikandi.
Ardindan hiicrelerin {izerine Tripsin-EDTA ilave edilerek normal inkiibasyon
sartlarinda 2-3 dakika bekletildi. Daha sonra kalkan hiicrelerin lizerine taze besiyeri
ilave edilerek 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernetant uzaklastirildiktan sonra
pelet iizerine 1 ml taze besiyeri eklendi ve hiicreler ¢alismalar i¢in hazir hale

getirildi.

2.2.6 Tripan Mavisi ile Hiicre Sayimi

Tripan mavisi ortamin boyanmasina olanak saglayan, membrani zarar
gormiis hiicrelerin igine girerek Olii hiicrelerin aksine canli hiicrelerin renksiz
kalmasiyla ve sayimini gerceklestirilmesine olanak saglamaktadir. Hiicre pasajlamasi
sonrasinda pelet 1 ml yeni besiyeri ile ¢oziildiikten sonra % 0.4 liik tripan mavisi ile
1:1 diliisyon yapilmistir. Hemen ardindan toma lamina 25ul karisimdan  yiiklenek

151k mikroskopunda hiicrelerin sayilmasi gergeklestirilmistir.

2.2.7 Sitotoksisite Analizi

MTT, ilacglarin taranmasi i¢in hiicre canliligt ve sitotoksisitenin
degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. MTT'nin (sar1 renkli)
ve diger tetrazolyum boyalarin azaltilmasina dayanan MTT deneyi, NAD (P) H'ye
bagli seliiler oksidorediiktaz enzimlerine bagli olarak hiicresel metabolik faaliyetlere

dayanir (Sekil 2. 1).

Propolis alt fraksiyonlariin sitotoksisite aktivitesinin belirlenmesi i¢in MTT
analiz yontemi kullanilmistir. 96 kuyucuklu mikroplakaya ekilen meme kanseri
hiicreleri yapismalari igin 37 °C’de, %5 CO2 ve %95 nem ozellikli etiivde 24 saat
inkiibe edildi. Siire sonrasinda besiyeri uzaklastirildi ve taze besiyeri ile farkli
konsatrasyonlarda (2,5-250 pg/ml) propolis drnekleri son hacim 200ul olacak sekilde

hucrelerin tizerine eklendi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra sivi kisim

35



uzaklastirildi.  Peletin {lizerine 100 pl taze besiyeri, 10 ul MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazolyum bromid) (10 mg/ml) eklendi ve 4 saat
etiivde bekletildi. Siire sonunda s1v1 kisim uzaklastirilarak kuyucuklara 50ul DMSO
eklendi ve ¢alkalayicida diisiik devirde 3 dakika karistirildi. Formazon kristallerinin
¢oziinmesi i¢in 30 dakika inkiibe edildi ve mikroplaka okuyucuda 590 nm dalga
boyunda 6l¢lim yapilarak ECsy degerleri hesaplandi.

\%{N
S/k
N —N
MTT [N\
N’QN
Br-
NAD(P)H-dependent cellular

oxidoreductase

Sekil 2. 1: MTT- nin Formazona déniisiimii (Bahuguna ve dig. 2017).

2.2.8 MDA-MB-231 Hiicre Hattindan Total RNA izolasyonu

Her propolis alt fraksiyonu ECsy degerlerinde hiicre hattindan toplam RNA
izole edildi. Izolasyon i¢in AnalytikJena RNA izolasyon kiti kullanild1 ve izolasyon,
iretici firmanin talimatina gore yapildi. Pellet lizerine parcalamak i¢in tampon Lysis
(RL) eklendi ve filtre D ile 11.000 x g de 2 dakika santrifiij edildi. Ardindan alici
tiipdeki siiziintii tizerine 400ul %70-lik Etanol eklenerek filtre R’ye aktarildi. Ayni
devirlerde santrifiij yapilarak bundan sonraki asamalarda siiziintiiler atilmis ve ayn
filtre lizerine sirasiyla yikama solusyonu HS ve LS eklendi. Son olarak ependorfa
alinmig R filtresi lizere 60ul RNAaz icermeyen su eklenerek santrifiij edildi. Son

{iriin olan toplam RNA -80°C derin dondurucuda saklandh.
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Sekil 2. 2: MDA-MB-231 hiicre hattindan toplam RNA izolasyonu.

2.2.9 Total RNA'min Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Izole edilen RNA, yatay agaroz jel elektroforezi (AGE) ile goriintiilendi.
Bunun i¢in %]1'lik Agaroz jel kullanildi. 0,4 g Agaroz 40 ml 1X Tris-Asetik asit-
EDTA (TAE) tamponunda ¢oziilerek igine 0,75ul Etidyum Bromid (0,625 mg/ml)
eklendi. Jel, elektroforez tankina yerlestirildi ve tizeri 1X TAE tamponu ile kapatildi.
Elektroforez, 45 dakika, 90 V ve 500 mA'de gerceklestirildi. Kuyulara marker ve
ornek ylikleme miktarlar1 Tablo 2. 4'de gdsterildi.

Tablo 2. 4: Kuyulara yiiklenen RNA ve marker konsantrasyonlari.

RNA drnegi icin Marker icin
Sul RNA ornegi 8ul Sul 6 ul 1kb DNA Marker
2ul Boya (6x Loading | kuyulara kuyulara | 2ul Boya (6x Loading
DYE) yiiklenir yiiklenir | DYE)
1ul Enjeksiyonlu su 2ul Enjeksiyonlu su

2.2.10 RNA'nin Spektrofotometrik Analizi

RNA konsantrasyonu spektrofotometrik olarak, Take 3 mikro-Hacim plakasi
kullanilarak optik dansite (OD) olcumu ile yapilmistir (OD260nm/OD280nm >3.2).
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2.2.11 cDNA Sentezi

RNA'dan cDNA sentezi i¢in EasyScript cDNA Sentez kiti kullanildi. Sentez
dretici firmanmn talimatlar1 dogrultusunda yapildi. c¢DNA sentez karisim

konsantrasyonlar1 Tablo 2. 5°de verilmistir.

Tablo 2. 5: cDNA karigimi ve prosediirii.

Bilesenler Kullanilan hacim | Son konsantrasyonlar
RNA ool 2.5 pg/ml

dNTP Karisimi (herbiri 10mM) | 1ul 0.5 uM

Oligo (dT) Primer Tul 500 uM

RNAaz igermeyen su ool 14.5 ul

Ik karigimin ozet hesaplanmast = 14.5 - (1ul Oligo (dT) + 1ul ANTP + kite gore
hesaplanmigs RNA konsatrasyon miktari)

Hazirlanan reaksiyon karisimi blok 1siticida 65 °C'de 5 dakika bekletilir.Stire
sonrasinda 5 dakika buzda bekletilir.

5X RT Tamponu 4ul 1X
Reverse Transkriptaz Enzimi 1l 200 U/rxn
(200U/ul)

Riboniikleaz Inhibitorii (40U/ul) | 0,5 ul 20 U/rxn

Buzda bekleyen karisimin {izerine son hazirladigimiz karisimdan ekleyip
(5,5ul) blok siticida 50 °C'de 60 dk + 85 °C'de 5 dk programlayarak son
reaksiyonu gergeklestirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra elde edilen cDNA
-20 C derin dondurucuda saklandi.

2.2.12 Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiynlari

Termal sikliis cihazlarinda giiniimiizde ¢ok kullanilan bir yontem olan PZR —
polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PZR), ¢ift sarmalli DNA zincirinin istenilen bolgesini
cogaltilmasina dayanan bir sistem olarak bilinir. Ayni zamanda RNA'dan DNA
olusturulmasinda ve baska ozelliklere dayanan bir reaksiyondur. Burada uzayan
zincirin sentezi i¢in taq polimeraz ve deoksiniikleosid trifosfatlar (dNTP)
gerekmektedir. Ve polimerazin islev gormesinde Onemli tanpon maddeler
kullanilmaktadir.  Aym1  zamanda Mg+2 kofaktoérii  iyonlarmmin  uygun
konsantrasyonlarda kullanilmasi gerekir. Genel olarak PZR reaksiyonlarinda 3

basamak mevcuttur:

—Denatiirasyon: Sicakligin yiiksek safhada tutularak hedeflenmis DNA nin
cift sarmalinin ayrilarak tek sarmalli DNA "haline gelmesi (950C).
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—Annealing (Baglanma): Hedeflenmis DNAya 6zgiil primerin baglanmasi
(55-65°C).

—Extention (Uzama): Hedeflenmis zincirin sentezlenerek uzamasi igin

dNTP'ler varligi ile DNA polimerazin baglanmasi (72°C).

Tek dongili yukaridaki basamaklardan ibaret olup, her seferinde DNA iki
katina ¢ikarilir. Bu dongiilerin sayisi arttirilarak hedeflenmis DNA 'nin ¢oklu sayida
kopyasi elde edilir. Dongii sayilar1 30-40 arasi degisebilir ve deney prosodiiriine gore
tiim faktorler laboratuvar sartlarma gore farklilik gosterir (Ehtisham ve dig 2016).
Zamanla baz1 PZR ¢esitleri gelistirilmistir. Bunlardan son yillarda en ¢ok kullanilan
Gergek zamanli PZR"dir. Kantitatif bir sonug elde edebildigimiz bu sistemle gelismis
olan teknolojiyi destekleyen termal sikliis cihazlarinin floresan isinlart algilayarak

kisa bir siirede zahmetsiz bir sekilde sonug elde edilebilinen sisteme dayanmaktadir

(Arya ve dig. 2014).

Propolis ekstraktlarinin mRNA iizerine etkisini belirlemek i¢in KiloGreen 2X
gqPZR MasterMix kiti kullanildi. Ornekler iiretici firmanin talimatina gére hazirlandu.
Elde edilen sonuglar, StepOne software 2.3 programi yardimiyla hesaplandi. House
keeping gen olan p-aktin’e gore normalize edildi. Reaksiyon ortami ve
reaksiyonunun ger¢eklesmesi i¢in gerekli dongii, sicaklik ve siireler Tablo 2. 6 ve 2.

7’de verilmistir.

Tablo 2. 6: Gergek zamanli-PZR reaksiyon ortami.

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
KiloGreen 2X qPZR Master Mix 10ul 1X
SablonDNA | ... <100 ng/reaksiyon
Ileri Primer | ... 300 nM
Geri Primer | ... 300 nM
RNAaz icermeyen su 20 pl'ye tamamlanir -
Total Hacim 20 pl -
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Tablo 2. 7: Polimeraz zincir reaksiyon kusullart. a, b, d, ¢, e, f: Akis sirasi.

On PZR dongiisii x40 Erime Egrisi Analizi
denetiirasyon
95°C 95°C 95°C
10:00 00:15 00:15
A b c 72°C e f
60°C 00:30 60°C
00:30 d 01:00

2.2.13 MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Apoptoz Tayini

Meme kanseri hiicre hattinda apoptoz tayini icin Annexin V Apoptoz
Saptama Kiti I kullanilds. Tlk olarak MDA-MB-231 hiicreleri toplanarak 2 defa fosfat
tampon ¢ozeltisiyle (PBS) ¢oktiiriildii. Pelet iizerine 100ul 1X Baglanma Tamponu
eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan 5 pl Annexin-V
eklenerek 20 dakika buzda karanlik ortamda bekletildi. Gergeklesen reaksiyon tiipii
2000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve siipertnatant uzaklastirildi. Pelet {izerine 100
ul Baglanma Tamponu ve 1ul PI eklendi. 10 dakika buz + karanlikta bekletilen
ornekten 25 ul alarak tek kullanilmis plastik tabakaya yerlestirilerek NanoEntek

Arthur cihazinda hiicre sayimi ve analiz gergeklestirildi.

2.2.14 Propolis Alt Fraksiyonlarin MDA-MB-231 Hiicre Hattinda

Protein Ekspresyon Seviyesinin Tayini

2.2.14.1 RIPA Tamponu ile Protein izolasyonu

RIPA olarak bilinen Radio-immiinopresipitasyon deneyinde membrana bagh
protein ile birlikte Triton X-100 ya da NP-40 ilave edilerek niikleer protein izole
edilir (Terzioglu 2014). Calismamizda protein izolasyonunda RIPA tamponu

kullanildi (Tablo 2. 8).
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Tablo 2. 8: Protein izolasyonunda kullanilan RIPA tampon igerigi.

Kimyasal adi Konsantrasyon
NaCl 150 mM
Triton X-100 (ve ya NP-40) %1
SDS (Sodyum dodesil siilfat) %0.1
Tris (pH 8.0) 50 mM
Sodyum deoksikolat (ve ya deoksikolik asit) | % 0.1

Hiicrelere uygulanmadan 6nce 1ml RIPA tamponuna 2 pl proteaz inhibitor
tableti ilave edildi. Hiicreler RIPA tamponu ile kaldirildiktan sonra 30 dakika buzda
bekletildi. Ardindan +4 °C’ de 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi ve

siipernatant kisim temiz bir ependorfa alinarak -80°C derin dondurucuda saklandh.

2.2.14.2 Bikinkoninik Asit ile Protein Tayini

Bikinkoninik asit (BCA) ile protein miktar tayini, alkali bir ortamda
bikinkoninik asitle proteinlerin kompleks olusturmast sonucu Cu+2 iyonunun
Cu+1’e indirgenmesiyle olusan komplekse dayanan bir yontemdir. Reaksiyon
gerceklesirken mor renkli bir kompleks olusur. Ve konsantrasyon arttik¢a rengin
koyulagmasi orantili olarak artmaktadir (Smith ve dig. 1985). Hassasligiyla bilininen
Bikinkononik asit (BCA) ile protein tayini ¢ok yaygin kullanilan yontemlerdendir.
Bu yontem ile protein tayin etmenin avantajlarindan biri de az miktarda proteinin

kullanilmasidir.

Bu deneyde BCA protein tayin kiti (BioVision) kullanildi. Reaktif
karisimi, 50 (solusyon A): 1 (solusyon B) oraninda hazirlandi. Kit icerisinde bulunan
protein standardi sigir serum alblimini (BSA) 2 mg/ml; 1,5 mg/ml; 1 mg/ml; 0,5
mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,025 mg/ml konsantrasyonlarda kullanildi. 96
kuyucuklu mikroplakalara 200ul reaktif karistmi ve 25ul seyreltilmis protein
standardi konuldu. 37°C” de 30 dakika inkiibasyondan sonra 562 nm dalga boyunda

mikroplaka okuyucu yardimiyla protein miktar1 6lgiildii.
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2.2.14.3 SDS-PAGE Elektroforezi

Iki farkl1 akrilamid jel ile elektroforez islemi gerceklestirilmistir.Bunun igin
ayrigtirma (%8,5°lik) ve yiikleme (%4°1ik) jelleri Tablo 2. 9°da verildigi oranlarda

hazirlanmstir.

Tablo 2. 9: Ayristirma ve yiikleme jelinin hazirlanmasi.

lAyristirma jeli| lYiikleme jeli|
Jel icerisindeki | Kullanilan Jel igerisindeki Kullanilan
bilesen miktar bilesen miktar
dH,O 4.5 ml dH,O 2.5 ml
Jel ¢ozeltisi 2.85 ml Jel ¢ozeltisi 750 ul
Ayristirma 2.5 ml Yiikleme 1.25 ml
tamponu tamponu
%10 SDS 150ul %10 SDS 100 pl
APS 50 ul APS 25 ul
TEMED 6.5 ul TEMED Sul
Toplam hacim 10 ml Toplam hacim 5 ml

Diizenek kurulur ve kulakli cam arka tarafa gelecek sekilde ayarlanir. Ilk
Once ayristirma jei iki cam arasina dokiiliir ve donmasini beklenir. Ardindan yiikleme
jeli dokiiliir ve iki cam arasina proteinleri yuklemek icin bosluk yaratan tarak
yerlestirildi. Sonrasinda olugmus ilk kuyucuga molekiil agirlig1 bilinen proteinlerden
olusan ve ticari olarak satin alinan ladder yiiklendi. Sonraki kuyucuklara da BCA
yontemiyle miktar tayini ettigimiz proteinler jele yiiklenerek elektroforez baglatildi.
Elektroforez tamponu varliginda proteinler, ayristirma jelinde 10 mA’de 100 V ve

yiikleme jeline geldiklerinde ise 20 mA’de 200 V akimla yriitiildii.

2.2.14.4 Western Blot Analizi

Elektroforezden sonra jel, soguk transfer tamponunda 10 dakika bekletildi.
Ardindan nitroselliiloz membran ile sandviglendi. Sirasiyla; siinger, kaba filtre
kagidi, Whatman # 1 kagidi, jel, nitroselliiloz membran, Whatman # 1 kagidi, kaba

filtre kagidi ve siinger st tiste konuldu ve sistem hava kabarcig1 olmamasina dikkat
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edilerek kapatildi. Sandvic hazirlanirken kagitlar, nitrosellilloz membran ve siingerler
soguk transfer tamponu ile doyuruldu. Hazirlanan sandvig, anot kutbunun anoda,
katot kismimin da katota gelmesine dikkat edilerek transfer tankina yerlestirildi.
Transfer, soguk transfer tamponu icerisinde +4°C’de buzdolabinda 5 V ve 350

mA’de 90 dakika siiresince gergeklestirildi.

Transfer sonrasi nitroseliiloz membran, sandvi¢ sisteminden alind1 ve
nonspesifik baglanmalarin 6niine ge¢mek icin %5’lik bloklama solusyonuna
konuldu. Membran bloklama solusyonunda 45 dakika +4°C’de diisiik devirde
calkalandi. Siire sonrasinda membran primer antikorda +4°C’de diisiik devirde gece
boyu ¢alkalandi. Daha sonra 15 dakika olmak sartiyla 3 kez soguk kosullarda TBST
tamponunda c¢alkalanan membran 2. antikorda 1 saat bekletildi. TBST tamponu ile

yikama isleminden sonra goriintiileme yapildi.

Alkalen Fosfataz (ALP) ile goriintiileme, Ey ve Ashman (1986)’1n yontemine
gore yapildi. Tris (pH: 8.,8), NaCl (1 M), MgCI2 (100 mM), ZnCl2 (100 mM),
Dietanolamin, NBT (Nitroblue tetrazolium), BCIP (5-bromo-4-kloro-indol-fosfat) ve
Fenozin kimyasallardan olusan solusyon ile nitroselilloz membrane karanlikta
muamele edildi. Goriintiileme gergeklestikten sonra blot kurutularak aliiminyum

folyo i¢inde saklanda.

SDS-PAGE  elektroforezi ve  Western Blot'da kullanilan tamponlarin

konsantrasyonlari:

e 10 X Elektro tamponu: 72 gr Glisin ve 15 g Trisma Base yaklagik 500 ml
dH,0"da ¢o6ziildi.

e Elektroforez tamponu (Running Buffer): 100 ml Elektro tamponu, 1 g SDS ile

karistirilir ve 1000 ml e dH,O ile tamamlandi.

e Blotlama tamponu (Transfer Buffer): 100 ml Elektro tamponu, 200ml Methanol

ile karistirilir ve 1000 ml e dH,O ile tamamlandi.

e Yiikleme jeli tamponu (Stacking buffer): 0,5 M Tris-HClI (pH 6.8).
6 gr Trisma Base yaklasik 40 ml dH,O'da ¢ozilir. 10 M HCI ile pH’s1 6.8’

ayarlanarak son hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlanda.
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e Ayrisma jeli tamponu (Separating Buffer): 1,5 M Tris-HCI (pH 8.8). 18.15 gr Tris
yaklasik 60 ml distile suda ¢oziildii. 10 M HCI ile pH’s1 8.8’e ayarlanarak son hacim
dH,0 ile 100 ml’ ye tamamlandi.

e Akrilamid-Bisakrilamid Soliisyonu (%30T, %2,67C): 29.2 gr akrilamid az miktar
suda ¢oziildii. Sonra iistiine 0.8 g bisakrilamid eklendi. Son hacim dH,O’ile 100

ml e tamamlanarak iyice ¢oziildii ve filter kagidindan stiziildii.

%T= (gr akrilamid + gr bis/ toplam hacim) x 100
%C= (gr bis/ gr akrilamid + gr bis) x 100

e APS (%10) Amonyum persiilfat: 0.1 gr amonyum persulfat 1000ul dH,O da

¢oziinerek, her deney esnasinda taze olarak hazirlandi.

e Sodyum dodesil siilfat (%10 luk SDS): 10 gr SDS 100 ml dH,0'da ¢ozildi.
e Bloklama solusyonu (%5): 100ml TBST soliisyonu igerisinde 5 gr yagsiz siit tozu

¢oOziinerek hazirlanmistir.

e Deneyde kullanilan birincil(primer) ve ikincil(seconder) antikor solusyonlari:
Ticari firmanm talimatlar1 geregi %5'lik bloklama solusyonunda c¢oziinerek

kullanilmistir.

e TBST soliisyonu: 29.44 gr NaCl , 20 ml 1 M Tris-HCI (pH 7.4), 500 ul Tween 20

karistirilir ve son hacim dH,O'ile 1 It e tamamlanmustir.

Tablo 2. 10: Yiikleme tamponu 4X SDB (sample dilution buffer).

Bilesenler Alinan hacim | Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI pH6.8 2.5 ml 0.25 M
Gliserol 4 ml % 40
-merkaptoetanol 2 ml % 20
SDS 08¢ % 8
Bromfenol mavisi 1 mg % 0.01

Son hacim distile suyla 10 ml'e tamamlanir

Tampon pH's1 son hacime tamamlanmadan 6nce 6.8 e titre edilir. Titrasyon
igin 1 M HCI kullanildi. Stok -80 °C’de, aktif kullanilan 6rnek ise -20 °C’de

muhafaza edildi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1  Propolis Alt Fraksiyonlarmin Staphylococcus aureus ATCC 29213
Uzerine Antibiyofilm Etkisi

Mikroorganizmalar biyofilm tabakasini, fiziksel ve kimyasal etkilerden
korunmak amaciyla olustururlar ve bu topluluk icerisinde besin ve genetik materyal
aligverisi gerceklesir. Biyofilm yapisi i¢indeki mikroorganizmalardaki bu genetik
diizenlenmeler, onlarin kimyasal maddelere kars1 direng gelistirmesine neden olur.
Gelisen bu direng ile birlikte olduk¢a karmasik bir yap1 olan biyofilm ve patojenlerle
miicadeleyi daha da zorlastirir. Dolayisiyla olusan biyofilm hem toplum sagliginda
Olim gibi ciddi sonuglara hem de ekonomik kayiplara neden olur. Bu nedenle
biyofilm olusturma yetenegine sahip patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin
Onlenmesi gerekir. Bu da biyofilm tabakasmnin olusumunun oniine gecilmesiyle
miimkiin olabilir. Bu amagla antimikrobiyal etkisi oldugu bilinen bir¢ok dogal

iriiniin antibiyofilm 6zellikleri de arastirilmaktadir.

Propolis, giliniimiizde farmakolojik, tibbi ve biyolojik ozellikleri en g¢ok
aragtirilan ar1 triiniidir. Giglii antimikrobiyal ve antibiyofilm etkili flavanoidler ve
sayisiz bilesenler yoniinden zengin olan propolis, in vivo ve in vitro c¢aligsmalarin
gbzde maddesidir. Bitki veya propolis gibi dogal iiriinlerin 6ziitleme islemlerinde
kullanilan ¢oziicii tipine gore farkli bilesenler aciga cikar ve bu da farkli biyolojik
etkiye neden olur. Farkli organik c¢oziiciilerden elde edilen oziitlerin Kimyasal
kompozisyon ve bilesen c¢esitliligi iiriiniin etki mekanizmasini etkileyecegi gibi canli
tipi, tiirli veya cinsine gore de farkli biyolojik etki yaratacaktir. Bu nedenle de su
veya en uygun kimyasal c¢oziicii segilerek dogal lriinlerden ekstrakt elde edilir.
Ornegin, metanol flavanoidlerin ekstraksiyonu i¢in en uygun ¢dziiciidiir (Wagh 2013,

Kothari 2014).

Bu tez calismasinda Dr. Narimane Segueni (Laboratory of natural product
and organic synthesis, Department of Chemistry, University Constantine 1. Algeria)
tarafindan 2 farkli ilden toplanan (Mila ve Skikda, Cezayir) ve dort farkli organik
¢oOziicii (petrol eter, kloroform, etil asetat ve metanol) ile ekstrakte edilen propolis

kullanilmistir.
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Calismada propolisin 10-800 pg/ml araliginda degisen konsantrasyonlarda
(10-25-50-100-150-175-200-400-500-600-700 ve 800 ng/ml) biyofilm aktivitesi
Staphylococcus aureus ATCC 29213’e karsi test edilmistir. Genel olarak propolis
orneklerinin konsantrasyon artisina bagli olarak biyofilm inhibisyon aktivitesinde de
artis olmustur. Ayrica her oziitiin etkili olduklar1 konsantrasyonlarin farkli oldugu da
tespit edilmistir. Mila ve Skikda propolisleri kiyaslandiginda Mila kaynakli
propolisin daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica Mila kaynakli propolis
fraksiyonlar1 arasinda metanol ve kloroform 0ziitleri, petrol eteri ve etil asetat
oziitlerine kiyasla daha belirgin aktiviteye sahiptir. Bu sonug hi¢ kuskusuz her 6ziitiin

kimyasal igeriginin farkli olmasiyla iligkilidir.

Mila (Cezayir)’dan toplanan propolisin petrol eter 6ziitii (P1-P) minimum
%46,88 (25 pg/ml) ve maksimum %67 (800 pg/ml) oraninda etki gostermistir (Sekil
3. 1). Ayrica 25-400 pg/ml konsantrasyonlarda biyofilm inhibisyon etkisinin
birbirine yakin oldugu da dikkat ¢ekmistir.
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Sekil 3. 1: Petrol eter (Mila, Cezayir; P1-P) fraksiyonunun antibiyofilm etkisi. Sonuglar
DMSO etkisi ¢ikartilarak degerlendirildi. *: Diger konsantrasyonlardan farkli (p<0.05).
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Sekil 3. 2: Kloroform (Mila, Cezayir; P1-K) fraksiyonunun antibiyofilm etkisi. Sonuglar
DMSO etkisi ¢ikartilarak degerlendirildi. *: Diger konsantrasyonlardan farkli (p<0.05).

Kloroform fraksiyonu (P1-K), petrol eter fraksiyonunun aksine daha diisiik
konsantrasyonlarda antibiyofilm aktivite gostermistir. Diger bir degisle, petrol
eterine kiyasla daha etkilidir. En yiiksek aktiviteye 400 pg/ml (%82) ve 500 pg/ml
(%83) konsantrasyonlarda ulasilmistir (Sekil 3. 2). Kloroform o6ziitii bakteriyel
biyofilmin yaklasik %55’ini 200 pg/ml konsantrasyonda inhibe etmistir.

Benzer sekilde etil asetat fraksiyonu (P1-E) da 175 pg/ml (%59,83), 400
ng/ml (%64,66) ve 600 pug/ml (59,88)’de birbirine yakin inhibisyon gostermistir.
Maksimum etkiye 400 pg/ml’de ulagilmistir (Sekil 3. 3).
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Sekil 3. 3: Etil asetat (Mila, Cezayir; P1-E) fraksiyonunun antibiyofilm etkisi. Sonuglar
DMSO etkisi ¢ikartilarak degerlendirildi. *: Diger konsantrasyonlardan farkli (p<0.05).
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Mila kaynakli propolis fraksiyonlar: arasinda en etkili olan metanol (P1— M)
fraksiyonudur. Diger fraksiyonlara kiyasla ¢ok diisiik konsantrasyonlarda etki
gostermesi  dikkati ¢ekmistir. Metanol fraksiyonunun antibiyofilm aktivitesi
minimum %55 (50 pg/ml) ve maksimum %92 (200 pg/ml)’dir (Sekil 3. 4).
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Sekil 3. 4: Metanol (Mila, Cezayir; P1-M) fraksiyonunun antibiyofilm etkisi. Sonuglar
DMSO etkisi ¢ikartilarak degerlendirildi. *: Diger konsantrasyonlardan farkli (p<0.05).
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Sekil 3. 5: Petrol eter (Skikda, Cezayir; P2—P) fraksiyonunun antibiyofilm etkisi. Sonuglar
DMSO etkisi ¢ikartilarak degerlendirildi. *: Diger konsantrasyonlardan farkli (p<0.05).
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Sekil 3. 6: Kloroform (Skikda, Cezayir; P2—K) fraksiyonunun antibiyofilm etkisi. Sonuglar
DMSO etkisi ¢ikartilarak degerlendirildi. *: Diger konsantrasyonlardan farkli (p<0.05).
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Sekil 3. 7: Metanol (Skikda, Cezayir; P2—M) fraksiyonunun antibiyofilm etkisi. Sonuglar
DMSO etkisi ¢ikartilarak degerlendirildi. *: Diger konsantrasyonlardan farkli (p<0.05).

Cezayir-Skikda kaynakli propolisin petrol eter (%76), kloroform (%59) ve
metanol (%42) fraksiyonlari maksimum antibiyofilm aktiviteye 800 pg/ml
konsantrasyonda ulasmistir (Sekil 3. 5, 3. 6 ve 3. 7). Etil asetat fraksiyonunun
denenen konsantrasyonlarda herhangi bir antibiyofilm aktivitesi gdzlenmemistir.
Ancak etil asetat 6ziitiiniin antimikrobiyal etkisinin olup olmadiginin anlagilmasi i¢in
hem daha yiiksek konsantrasyonlarda hem de farkli gram pozitif, gram negatif ya da
insan patojeni Candida tiirlerine kars1 etkinliginin arastirilmasinin uygun olacagina

karar verilmistir.
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Genel olarak, Mila ve Skikda propolislerinin antibiyofilm aktivitesi
kiyaslandiginda Skikda’dan toplanan propolis daha az etkili olmustur. Bu farklilik
bakteri tiiri, tipi, propolisin kimyasal igerigi, propolis konsantrasyonu ve biyofilm
olusum stiresi gibi bir¢ok faktorden kaynaklanmis olabilir. Bu nedenle 6zellikle
farkli mikroorganizma tiirlerinin de denenerek Skikda propolisinin etki ettigi tiir veya
grup belirlenmelidir. Diger taraftan Mila kaynakli metanol oziitiiniin en etkili 6ziit
olmasi antibakteriyel etkili oldugu bilinen flavanoidlerden kaynaklanmis olabilir.
Ciinkii metanol, flavanoidlerin ekstraksiyonu i¢in en uygun ¢oziiciidiir (Wagh 2013,
Kothari 2014). Nitekim Kafkas ve Ural daglariin etrafindaki bolgelerden toplanan
propolislerin yiiksek antibiyofilm aktivitesi onlarin zengin flavanoid igeriklerinden

kaynaklanmaktadir (Bryan ve dig. 2015).

Propolisin kimyasal icerigi cografik bolgeye, iklime veya bitki tiiriine gore
degisir. Kimyasal igerigindeki bu c¢esitlilik propolise giiclii antimikrobiyal,
antibiyofilm, antioksidant, antiviral, antikanser, anti-inflamatuar ve antialerjik gibi
bir¢ok biyolojik ve tibbi 6zellik kazandirir. Elbette bu yararli 6zellikler, yapisindaki
flavanoidler, aromatik asitler, yag asitleri ve vitaminlerden kaynaklanir. Ornegin,
aromatik asitlerden kafeik asit ve ferulik asit ile flavanoidlerden chrysin ve
galanginin propolisin yapisinda yiiksek miktarda bulundugu ve propolisin
antibakteriyel, antibiyofilm ve antikanser etkisinin bu bilesiklerden kaynaklandig:
bir¢cok arastirmaci tarafindan ifade edilmistir (Patel 2016; Przybytek ve dig. 2019;
Ahangari ve dig. 2018). Dogal tiriinlerde bulunan biyoaktif bilesikler genelde bakteri
zarinin gegirgenligi arttirmakta, ATP sentezini, membran transportu ve hareketliligi
azaltmaktadir (Tsuchiya ve linuma 2000). Bununla birlikte bu tiir bilesikler DNA
giraz enzimini de inhibe etmektedir (Mirzoeva ve ark., 1997).

Stan ve ark. (2016) Romanya’dan temin ettikleri propolis Orneklerinin
Staphycococcus sp. klinik suslar1 iizerindeki etkisini degerlendirmis ve etanol
oziitlerin belirgin derecede antibiyofilm aktivitesi gosterdigini rapor etmislerdir.
Arastirmacilara gore, propolis bakterilerin substratlara yapismasini onlemekte ve
¢oOziinebilir virulans enzimleri inhibe etmektedir. Benzer bir baska g¢alismada ise
Polonya propolisinin etanol oziitii Staphylococcus epidermidis biyofilmine doza
bagl bir etki gostermistir (Wojtyczka ve ark. (2013). Sili propolisinin etanol 6ziitii

ise Streptococcus mutant suslarinin biyofilm olusumunu diisiik oranda inhibe
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ederken (Veloz ve dig. 2015), Tunus propolisinin etanol 6ziitii oral streptokoklarda
miitkemmel bir antibiyofilm aktivite gostermistir (Khouidi ve dig. 2010). Diger
taraftan Daikh ve dig. (2020), Cezayir propolisinin petrol eter, kloroform, etil asetat
ve metanol oziitlerinin (300 pg/ml) S. aureus ATCC 29213 bakterisine karsi
antibiyofilm etkisini arastirmiglar ve bu etkinin kullanilan organik ¢o6ziicli ve
propolisin toplandigi cografik bolgeye bagli olarak degistigini bildirmislerdir. Ayrica
arastirmacilar, metanol 6ziitliniin yiiksek antibiyofilm etkisinin, diger fraksiyonlara
kiyasla metanol fraksiyonundaki kafeik ve ferulik asit igeriginin daha fazla
olmasindan kaynaklandigim1 da ifade etmislerdir. Kafeik asitin antibiyofilm etkisi
bilimsel olarak da gosterilmistir (Luis ve dig. 2014).

Calismamizda kullandigimiz propolis 6rnekleri Cezayir’in Mila ve Skikda
illerine aittir. Kullanilan test bakterisinin (S. aureus ATCC 29213) biyofilm olusumu
tizerine etkisi karsilastirildiginda, Mila propolisi Skikda propolisinden daha etkilidir.
Farkli cografi veya botanik kokenli propolis drnekleri, yapisindaki biyolojik olarak
aktif bilesikler arasindaki etkilesimler nedeniyle farkli antibakteriyel aktivite de
sergiler. Diger bir degisle, propolisteki bazi bilesikler diger bilesiklerle sinerjik etki
gosterebilir. Bu nedenle, propolisin ¢ok iyi tanimlanmis kompozisyonunun kesin
mikrobiyal aktivitesini teorik olarak rapor etmek miimkiin degildir. Ancak elde
edilen ¢aligma sonuglarina gére Mila ve Skikda propolisleri hem orijin farkliligindan

hem de organik ¢6ziicii tipinden dolay1 farkli antibiyofilm etki gostermistir.

3.2 Propolis Fraksiyonlarmin Anti-kayma ve Anti-yiizme Aktivitesine
Etkisi

Kayan hiicreler, olusan koloniden koordineli bir sekilde hizli ve
duraklamadan ilerleyerek, tipik koloni morfolojisinden bir miktar farklilasma
gecirene kadar goc¢ eder. Diizenli go¢ ve birlestirme dongiileri, agar yiizeyinde
karakteristik bir es merkezli halka diizenine sahip koloni olusturur (Allison ve
Hughes, 1991; Rauprich ve dig. 1996). Bakterilerde hareketlilik, patogenezde,
antibiyotik direngliliginde veya biyofilm olusumda ©6nemli rol oynamaktadir.
Ornegin Salmonella enterica tiiriinde kayma hareketi sadece direncin gelisimiyle
iligkilidir (Kim ve dig. 2003; Kim ve Surette, 2003).
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Giiniimiizde bitki veya propolis gibi dogal iiriinlerden elde edilen 6ziitlerin
bakteri haraketliligi {izerine etkisi arastirilan 6nemli konulardandir. Ornegin,
Amomum tsaoko bitkisi meyvelerinin etanol ekstrakti, S. aureus ATCC 6538’in
kayma hareketini %90’1n Ustlinde inhibe etmistir (Rahman ve dig. 2017). Marco ve
dig. (2017), italyan propolisinin Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692 bakterisinin
yiizme ve kayma hareketliligine etkisini arastirmiglardir. Italyan propolisi 50 ve 100
pug/ml konsantrasyonda yilizme haraketliligini sirastyla %50 ve %25, kayma
haraketliligini ise 50 pg/ml konsantrasyonda %35 ve 100 ng/ml konsantrasyonda ise

%350 oraninda inhibe etmistir.

Calismamizda propolis alt fraksiyonlarin en diisiik ve en yiiksek iki dozda
anti-kayma ve anti-yiizme aktivitesi test edilmistir. Olciimler milimetrik cetvelle

yapilmuistir.

Mila kaynakli Pl kodlu propolisin petrol eter fraksiyonu yiiksek
konsantrasyonda (800 pg/ml) S. aureus’un hareketliligini %100 inhibe ederken 25
ng/ml konsantrasyonda hareketliligin %5,5°1 inhibe olmustur (Sekil 3. 8). 25 ve 800
pg/ml ortaminda ise E. coli’nin hareketliligi ilizerine herhangi bir inhibisyon etki
gozlenmemistir. Bilindigi lizere S. aureus flajellar olmayan bir harekete sahipken E.
coli flajellar hareket yapmaktadir. Bu fraksiyonunun E. coli hareketliligine herhangi

inhibisyon etki gostermemesi, flajellar harekete spesifik olmadigi sonucunu

distindlirmiistiir.

Sekil 3. 8: Petrol eter (Mila, Cezayir) fraksiyonunun anti-kayma aktivitesi. Bakteri propolis
icermeyen (sol) ve 25 pg/ml propolis iceren (sag) yumusak agarda gelistirilmistir.
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Kloroform fraksiyonunun 100 ve 600 pg/ml anti-yiizme ve anti-kayma
aktivitesi test edilmis ve artan konsantrasyonlara bagli olarak inhibisyonda da artis
gozlenmistir. Buna gére minimum dozda S. aureus’un kayma aktivitesine %29,4
oraninda etki gosterirken maksimum dozda bu oran %77,5 olmustur (Sekil 3. 9- A,
B). Kloroform 6ziitiiniin maksimum ve minimum dozlarmin S. aureus’un aksine E.
coli’nin hareketliligine ayn1 oranda (%40) etki gosterdigi dikkat ¢ekmistir (Sekil 3.
9- C, D). Etil asetat fraksiyonu, diisiik konantrasyonda (100pg/ml) S. aureus un
haraketliligine %79,26 oranindan etkili olurken maksimum konsantrasyonda %100
etki gostermistir. Ayn1 zamanda diisik konsantrasyonda (100 pg/ml) E. coli'nin
hareketliliginde %25,20 oraninda inhibisyon etkisi olmustur. Bu sonug, tiire spesifik

oldugunu diisiindlirmiistiir.

Sekil 3. 9: Kloroform (Mila, Cezayir) fraksiyonunun anti-kayma ve anti-yiizme aktivitesi.
Anti-kayma (A ve B) ve anti-yiizme (C ve D).

P2 kodlu Skikda propolisinin petrol eter fraksiyonunun S. aureus’un

hareketliliginde herhangi bir etkisi gozlenmezken, E. coli haraketliliginde sadece 800
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nug/ml dozda %6 oraninda ihibisyon etkisi olmustur (Sekil 3. 10). Benzer sekilde
metanol fraksiyonu da E. coli iizerine etki gostermezken S. aureus iizerine 800
ul/ml’de %66 oraninda anti-kayma aktivitesine sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 3.
11).

Mila propolisinin metanol, Sikikda propolisinin ise etil asetat ve kloroform
fraksiyonlarinin test bakterilerinin hareketlilikleri {izerinde etkilerinin olmadigi

anlagilmistir.

Sekil 3. 10: Petrol eter (Skikda, Cezayir) fraksiyonunun anti-ylizme aktivitesi. Bakteri
propolis icermeyen (sol) ve 800 pug/ml propolis igeren (sag) yumusak agarda gelistirilmistir.

Sekil 3. 11: Metanol (Skikda, Cezayir) fraksiyonunun anti-kayma aktivitesi. Bakteri propolis
icermeyen (sol) ve 800 pg/ml propolis igeren (sag) yumusak agarda gelistirilmistir.
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3.3 Floresan Mikroskop ile Biyofilm Yapisinin incelenmesi

Propolis ile muamele edilmis ve edilmemis Staphylococcus aureus ATCC
29213 bakterisinin olustrudugu biyofilm yapisi, farkl 1sikta (yesil ve mavi) floresan
mikroskopta incelenmistir. Floresan mikroskop analizinde, propolis Orneklerinin
maksimum antibiyofilm aktivite gosterdikleri en yiliksek konsantrasyonlari

kullanilmaistir.

Propolis ile muamele edilmemis bakteri biyofilm yapisi (kontrol) Sekil
3.12°de verilmistir. Biyofilm yapisinin kompakt ve yogun topluluk halinde ve her
toplulugun birbiriyle su kanallar1 ile baglantili oldugu belirgin sekilde goriilmektedir.

Sekil 3. 12: Staphylococcus aureus ATCC 29213 bakterisinin floresan mikroskobunda
biyofilm yapisi. Mikroskop goriintiileri yesil (sol) ve mavi (sag) filtre ile c¢ekilmistir.

Kontrol grubunun aksine, genel olarak her iki propolis (Mila ve Skikda)
Orneginin alt fraksiyonlar1 ile muamele edilmis bakteri biyofilm olusumunda gozle
goriiliir derecede bir azalma tespit edilmistir (Sekil 3.13 ve 3.14). Biyofilm
topluluklarinin bozuldugu ve topluluklar arasindaki su kanallarinda yer yer kopmalar
oldugu da dikkat ¢ekmistir. Canli hiicre (parlak) sayisindaki azalis ve 6lii hiicre (mat)

sayisindaki artis kontrole gore belirgin derecededir.

Mila ve Skikda fraksiyonlarinin floresan goriintiilerini  birbiriyle
kiyasladigimizda Mila propolisi fraksiyonlarinin daha etkili oldugu goriilmektedir.
Ozellikle Skikda propolisinin etil asetat dziitiiniin (Sekil 3.14 G ve H) kontrole
benzer goriintiisii, antibiyofilm aktivitesinin olmadigi sonucunu kanitlar niteliktedir.

Floresan mikroskop analizi ile antibiyofilm aktivite sonuglar1 birbiriyle paraleldir.
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Sekil 3.13: Propolis (Mila, Cezayir) ile muamele edilmis S. aureus ATCC 29213’iin floresan
mikroskopta biyofilm goriintiisii. Bakteri, 800 pug/ml petrol eter (A, B), 500 pug/ml kloroform
(C, D), 400 pg/ml etil asetat (E, F) ve 200 pg/ml metanol (G, H) fraksiyonu ile muamele

edilmistir.
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Sekil 3. 14: Propolis (Skikda, Cezayir) ile muamele edilmis S. aureus ATCC 29213’lin
floresan mikroskopta biyofilm goriintiisii. Bakteri, 800 pg/ml petrol eter (A, B), 800 pg/ml
kloroform (C, D), 800 pg/ml metanol (E, F) ve 800 pug/ml etil asetat (G, H) fraksiyonu ile
muamele edilmistir.
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3.4  FTIR Analizi Sonuclari

Polipeptitlerin ve proteinlerin konformasyonel yapisini incelemek igin
kizilotesi (IR) spektroskopisinin kullanimi 1950'ye kadar uzanir. 1970'lerde ise
arastirmacilar, proteinlerdeki katlanma ve konformasyonunun dinamiklerini
incelemek i¢in bu analitik teknigi kullanmaya bagladilar. Daha sonra da IR
spektroskopisinin uygulanmasi, niikleik asitlerin ve lipitlerin analizine ve
karbonhidratlarin arastirilmasina kadar genisletildi (Mantsch 2001; Beekes ve dig.
2007). Kuzilotesi spektrumlardaki karakteristik frekanslar, yogunluklar ve bant
geniglikleri, molekiillerdeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasina ve biyolojik
tirtinlerdeki konformasyonel olarak farkli yapilarin karakterizasyonuna izin verir
(Beekes ve dig. 2007). Ustelik geleneksel mikrobiyal tekniklerle varlig
gosterilemeyen sulardaki patojen bakterileri belirlemek i¢in de FT-IR spektroskopisi
kullanilabilir. Hatta bu yontem klor uygulamasinin etkinligini dogrulamak ve hiicre
hasar1 ya da 6liim derecesini tahmin etmek i¢in de yararli olabilir (Al-Qadiri ve dig.
2008). FTIR spektroskopisinin siit ve gida kaynakli S. aureus izolatlarinin
tanimlanmasi i¢in hizli ve saglam bir yontem oldugu da gosterilmistir (Lamprell ve
dig. 2006; Hegazi ve dig. 2019) Misir propolisinin etanol ekstraktini FTIR ile baz
aragtirmacilar tarafindan analiz edimisdir. Buna gére, 3427 cm™ dalga boyu fenolik
bilesikleri, 1633 cm? dalga boyu flavanoid ve lipidlerin gerilme C=O0 titresimini,
1367 cm™ dalga boyu C-O-H titresimlerini ve 1028 cm™ dalga boyu ise aromatik
eterlerin gerilmesine bagli olarak C-O-C baginin degisimlerini yansitmaktadir.
Fernandes ve dig. (2017), Lapachol'un yar1 sentetik tiirevleri olan B-Lapachon ve
Lapachol Oxime’in S. aureus ATCC 25923 kars1 antibakteriyal etkisini FTIR analizi
ile de gozlemlemislerdir. FTIR analizine gore Lapachol Oxime ile muamele edilen
orneklerde 650-1450 cm™ arasindaki siddetlenme C=C baglarindaki degisimler ve
metilen gruplarindaki 1465 cm-' civarindaki siddetlenme de membran lipid
deformasyonu gerceklesmistir. Bakteri B-Lapachon ile muamele edildiginde ise
1820-1660 cm™ araliginda olugan  siddetlenme, hiicre duvarindaki ester
baglarindaki (C=0) degisimi Kkarakterize etmektedir. Farkli bitki 6ziitlerinin FTIR
analizi hidroksil gruplar, alkanlar (C-H), alkenler (C=C), aromatik halkalar (C=0),
karboksilik (C=0) ve aromatik amidlerin varligi FTIR ile gosterilmistir (Ahmad ve
Ali 2013).

58



Yukaridaki agiklamalar dogrultusunda biz de propolis orneklerimizin
bakteri hiicre duvarindaki hangi gruplara etki ettigini gézlemlemek igin propolis ile
muamele edilen S. aureus hiicreleri FTIR analizi ile incelendi. Bunun i¢in her
propolis fraksiyonu en yiiksek antibiyofilm aktivitesi gosterdigi maksimum dozda S.
aureus bakterisine uygulanmistir. 4000 — 450 cm™ araliginda ortaya c¢ikan
degisiklikler farkli renk ve ayristiricilarla belirtilmistir. Genel olarak tiim propolis alt
fraksiyonlarinda 900-450 cm? dalga boylarinda kontrolden farkli olarak yeni
titresimler oldugu goézlenmistir. Bu titresimler, dogru parmak izi bdlgesi olarak

bilinir ve heniiz tam olusmamis fonksiyonel gruplari ve tamamlanmamis hiicre

bilesenlerini ifade etmektedir (Baker ve dig. 2014).

Petrol eteri (Mila) fraksiyonu ile muamele edilmis bakterinin FTIR analizi
Sekil 3. 15°de verilmistir. Sar1 halka igerisindeki ve Kirmizi okla isaretlenmis bolgede
(3500-2500 cm™) gdzlenen farkliligin lipit yapisindaki CH; grubundaki degisiklikten
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Benzer sekilde 1740-1230 cm™ arasindaki titresimsel
degisimler, hiicre membranindaki olasi deformasyonlara yorumlanmistir. 1100 cm™
dalga boyundaki yiikselen titresim ise polisakkarit bilesenlerindeki degisimi
gostermektedir. Siyah cerceveye almmis bélgede 1300-1100 cm™ dalga boyuna
uygun gelen kisimda titresimin inmeden yiikseldigi goriilmektedir. Bu dalga boyu,
niiklelik asit yapisindaki PO? ve PO* gruplarindaki farklilig1 gostermektedir.
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Sekil 3. 15: Petrol eter (P1-P) ile muamele edilen S. aureus ATCC 29213’iin FTIR analizi.
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Kloroform (Mila) fraksiyonu ile muamele edilmis bakterinin FTIR analizi
Sekil 3. 16°de verilmistir. Siyah okla gdsterilen asimetrik titresim (1800 cm™) lipit
gruplarindaki C=0O ester baglarinda degisimi gdstermektedir. Siyah c¢erceve
igerisindeki bolgede hem 1740-1230 cm™ arasindaki titresimsel degisimler hiicre
membraninda gerceklesmis olan deformasyonla birlikte, 1100 cm™ dalga boyundaki
degisiklik hiicre duvarindaki ve biyofilm yapisindaki polisakkarit bilesenlerindeki

olas1 degisimi gostermektedir.
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Sekil 3. 16: Kloroform (P1-K) ile muamele edilen S. aureus ATCC 29213{in FTIR analizi.

Etil asetat (Mila) fraksiyonu ile muamele edilmis bakterinin FTIR analizine
gore 3500-2500 cm™ dalga boylarindaki kiigiik degisiklik membrandaki lipitin CH,
gruplarindaki degisikligi gostermektedir. Siyah cergeveler igerisindeki bolgede hem
1740-1230 cm™ arasindaki titresimsel degisimler hiicre membraninda ger¢eklesmis
olan deformasyonla birlikte, 1100 cm™ dalga boyundaki degisiklik hiicre duvarindaki
ve biyofilm yapisindaki polisakarit bilesenlerindeki degisimi gostermektedir (Sekil 3.
17).
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Sekil 3. 17: Etil asetat (P1-E) ile muamele edilen S. aureus ATCC 29213’{in FTIR analizi.

Metanol fraksiyonu (Mila) ile muamele edilen bakteri hiicresinin FTIR
analizi Sekil 3. 18'te verilmistir . Sar1 oklarla goriilen titresim (2800 cm™), lipit
yapisindaki CH, gruplarindaki degisiklik anlamina gelmektedir. 1100-900 cm™ dalga
boyundaki degisiklik polisakkarit bilesenlerindeki karbonhidratlarin CO-O-C
gruplarindaki degisimi yansitmaktadir. Ek olarak 1080 cm™ dalga boyundaki kayma

niiklelik asit yapisindaki PO?> ve PO* gruplarinda olas1 degisiklik olarak
yorumlanabilir.

T
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Sekil 3. 18: Metanol (P1-M) ile muamele edilen S. aureus ATCC 29213’{in FTIR analizi.
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Petrol eter ile muamele edilen O6rnekte diger Orneklerden farkli olarak
goriilen ve kirmizi okla gosterilen pik (1100 cm™ civari) dikkati gekmistir. ilgili pik
araliginin polisakkarit bilesenlerde belirgin derecede bir farkliligi yansitmaktadir

(Sekil. 3.19).
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Sekil 3. 19: Petrol eter (P2-P) ile muamele edilen S. aureus ATCC 29213’{in FTIR analizi.

Sekil 3. 20°da sar1 halka igerisinde gosterilen ve kontrolden farkli iki pik
goriilmektedir. Piklerin siddeti 1740-1230 cm™ araliginda olup hiicre membraninda
gerceklesen deformasyonlar isaret ettigi diisiiniilmiistiir. Siyah halka iginde goriilen
yaklasik 1300 cm™ dalga boyundaki pikteki degisiklik niikleik asit yapisindaki fosfat

gruplarinda degisimleri gostermistir.
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Sekil 3. 20: Kloroform (P2-K) ile muamele edilen S. aureus ATCC 29213%iin FTIR analizi.

Sekil 3. 21'de gosterildigi lizerebkiigiik kizrmizi halka igerinde olusmus
siddetlenme lipit yapisindaki CHy gruplarindaki degisimi gostermektedir. 1. siyah
cergeve icinde belirtilmis olan bolgedeki ester gruplarindaki C=0O degisimlerini
gosteren asimetrik titresim (1800 ¢cm™) hem kontrol hem de diger propolis
fraksiyonlarinin C=O gruplarinda yaptig1 degisiklikten daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Ayrica kirmizi okla gosterilen 719 cm™ dalga boyundaki kayma da etil
asetat1 diger fraksiyonlardan ayiran diger farklilik olmustur. 2. siyah g¢ercevedeki
1740-1230 cm™ arasindaki titresimsel degisimler hiicre membranindaki proteinlerin

COQO gruplarindaki degismelerle iliskilidir.
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Sekil 3. 21: Etil asetat (P2-E) ile muamele edilen S. aureus ATCC 29213i{in FTIR analizi.

Metanol fraksiyonunun (Skikta) FTIR analizi Sekil 3. 22'de gosterilmistir.
Bakteri hiicresindeki degisiklikler icerinde siyah c¢erceve icerisinde gosterilen ve
yaklasik 900 cm™ civarindaki kaybolan pik, protein ve polisakkarit yapisinda ciddi
bir degisikligi gostermistir.
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Sekil 3. 22. Metanol (P2-M) ile muamele edilen S. aureus ATCC 29213’{in FTIR analizi.
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Orneklerimizde propolisin bakteri hiicre duvarinda meydana getirdigi
degisimler FTIR analizi ile gdzlemlenmistir. Ancak literatiirde mevcut konu ile ilgili
detayli caligmalar olmadigi i¢in hangi fonksiyonel gruplarda bozulmalar oldugu
anlagilamamustir. Gelecekte farkli iirlinlerle muamele edilmis bakteri hiicrelerinde
meydana gelen degisiklikler FTIR spektroskopisi ile daha yogun olarak arastirilmali
ve bu teknikle elde edilen sonuglar bakterilerde degisimlerin gerceklesip
ger¢eklesmediginin anlasilmasi icin yol gdsterici olacaktir. Ayrica ham propolis
orneklerimizin FTIR analizini de yaparak icindeki bilesiklerin ve fonksiyonel

gruplarin varliginin incelenmesi gerektigi de diistiniilmustiir.

35 Sitotoksite Analizi

Propolisin sitotoksik ve antikanser aktivitesi ile ilgili cok sayida calisma
mevcuttur (Eroglu ve dig. 2008, Turan ve dig 2015, Demir ve dig 2016; Xavier ve
dig. 2017; Utispan ve dig 2017; Kebsa ve dig 2018; Mora ve dig 2019). Ornegin
Cezayir propolisinin kolon kanser {izerine gii¢lii sitotoksik aktiviteye sahip oldugu ve
bu etkiden kafeik ve ferulik asitlerin sorumlu oldugu ifade edilmistir (Daikh ve dig.
2020). Biyolojik olarak aktif fitokimyasallar yoniinden zengin olan Cezayir
propolislerinin immiinomodulan etkisi de rapor edilmistir (Soltani et al. 2017).
Benzer sekilde, Cezayir propolisi insan akciger kanser hiicresinin gelisimini inhibe
etmis ve apopotoza neden olmustur (Kebsa ve dig. 2018). Ustelik Cezayir
propolisinin akciger kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi de in vitro

calismalarla dogrulanmistir (Brihoum ve dig. 2018).

Biz de ¢alismamizin bu asamasinda propolis 6rneklerimizin sitotoksik ve
antikanser aktivitesini meme kanser hiicresinde (MDA-MB-231) inceledik. Bu
amagcla hiicreler once tripan mavisi ile sayilmis ve 96 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 2 x 10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Propolis fraksiyonlarmin
sitotoksik etkisi i¢in yedi farkli (250 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 10
pg/ml, 5 pg/ml, 2.5 pg/ml) konsantrasyonu denenmistir. Ilk olarak MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazolyum bromid) testi ile sekiz propolis alt
fraksiyonun MDA-MB-231 hiicre hatti igin etkili dozlart (EC50 degerleri)

bulunmustur (Tablo 3. 1). Her fraksiyonun hiicre hattina uygulanmasindan elde
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edilen EC50 degeri; etken maddenin uygulanan hiicre hatti (MDA-MB-231) iizerinde
olan %50°lik bir etki veya hiicre hattinin %50’sinde goriilen anormallik, yap1

degisikligi veya olimdiir.

Propolis fraksiyonlarmin iki farkli canli grubunda (bakteri ve kanser)
calisilmasi ayni ¢oziiciiyle (DMSO) gerceklesse de uygulanan konsantrasyonlar ve
miktarlar farkli olmaktadir. Ciinkii kontrol amagli uygulanan veya ¢o6ziicii olarak
kullanilan DMSO etkisi, bakteri ve insan hiicreleri i¢in farkli sonuglara neden olur.
Bu nedenle kanser ¢alismalarimizda kullanilan dozlar ve farkli kosullar nedeniyle P1
—P,P1-K,P2-P,P2-K fraksiyonlar1 DMSO'da, P1 - E,P1 - M, P2 -E, P2 - M
fraksiyonlari ise saf su ile seyreltilmis %10'luk DMSO" da ¢dziilerek hazirlanmistir.
Ve her deneyde uygulanan fraksiyonun ¢oziicii ile gerceklestirilen uygun oldugu

kontrol gruplarina dikkat edilmistir.

Tablo 3. 1: Propolis fraksiyonlarinin sitotoksik dozu

MDA-MB-231
Propolis Fraksiyonu ECso Degeri
P1-P 104 pg/ml
P1-K 103 pg/ml
P1-E 97 ng/ml
P1-M 117 pg/ml
P2 -P 70 png/ml
P2 - K 108 pg/ml
P2 -E 85 ng/ml
P2-M 67 ng/ml

3.6  Propolis Fraksiyonlarin MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Apoptoz
Tayini

Bu deney, propolis ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattinda
gerceklesen ortamdaki canli, 6lii ve apopotozda olan hiicrelerin yiizdesini

vermektedir. DMSO negatif kontrol, H,O, (hidrojen peroksit) de pozitif kontroldiir.
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H,O;'nin hiicreler i¢in apoptotik etkisi oldugu bilinmektedir. Propolis 6rneklerinin

hiicre hatti tizerindeki etkileri Sekil 3. 23 ve 3. 24’da verilmistir.
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Sekil 3. 23: P1-E, P1-M, P2-E ve P2-M propolis fraksiyonlarinin MDA-MB-231 hiicre
hattinda canli, oli, apoptotik yiizdesel (%) etki grafigi. H,O, pozitif kontrol olarak
kullanilmustir.
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Sekil 3. 24: P1-P, P1-K, P2-P ve P2-K propolis fraksiyonlarinim MDA-MB-231 hiicre
hattinda canli, olii, apoptotik yiizdesel (%) etki grafigi. H,O, pozitif kontrol olarak
kullanilmustir.

Propolis gibi dogal iiriinlerde cesitli hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik ve
antikanser etkili ¢cok sayida biyoaktif maddeler vardir. Ornegin, kafeik asit fenil

esterleri (CAPE) propolisteki en yaygin bilesiklerdir. CAPE’nin MDA-MB-231
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hiicre prolifrasyonunu inhibe ettigi (Chang et al. 2017) ve insan miyeloid kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi (Jin et al. 2008) bilimsel olarak kanitlanmistir. Her
ne kadar biz bu c¢alismada kullandigimiz propolislerin kimyasal analizlerini
yapmamis olsak da literatiir bilgilerine gore propolisin zengin igeriginden kaynakl
olarak giiclii sitotoksik ve antikanser etkisi oldugunu soyleyebiliriz. Her iki

propolisin tiim alt fraksiyonlarinin apoptoza yol agtig1 da ¢aligmamizda goriilmiistiir.

3.7  mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi: Gerg¢ek

Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Propolis ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattindan toplam RNA
izolasyonu yapilmustir. izole edilen RNA'lar %]1'lik agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenmistir (Sekil 3. 25). cDNA sentezi, iiretici firmanin talimatlarina gore

yapilmistir.

Apoptoz yolaginda, hiicre dongiisii ve Timor baskilayict genlere 6zgii
primerler kullanarak KiloGreen 2X qPZR Master Mix kiti ile iiretici firmanin
Onerdigi talimatlara gére mRNA diizeyinde ekspresyon tayini gerceklestirilmistir.
Housekeeping gen olarak B-aktin kullanilmig ve hedef genlerin ekspresyon seviyeleri

AACt metotuna gore normalize edilmistir.

Sekil 3. 25: Propolis fraksiyonlar1 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen
RNA'larm %1 lik agaroz jel elektroforozi. Soldan saga Hat 1: GeneRulerTM 1bp DNA
Marker; Hat 2: Kontrol (%100 DMSO); Hat 3: P1-P; Hat 4: P1-K; Hat 5: P2-P; Hat 6: P2-K;
Hat 7: GeneRulerTM 1bp DNA Marker; Hat 8: Kontrol (%10 DMSO); Hat 9: P1-E; Hat 10:
P1-M; Hat 11: P2-E; Hat 12: P2-M.
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3.7.1 Hiicre Dongiisiinii Diizenleyici Genler

MDA-MB-231 hiicre hattina propolis fraksiyonlarinin uygulanmasi sonucu
mRNA seviyesindeki degisimler i¢gin, hiicre dongiisiinii diizenleyici olan CDK4,

CDKNI1A ve Cyclin D2 genleri incelenmistir.

Hiicre dongiisiinde diizenleyici olan SiklinD2 geninin mRNA ekspresyon
diizeyinde P1-P, P1-K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-E, P2-M propolis alt fraksiyonlarinda
sirastyla 2.76, 6.45, 9.75, 1.39, 7.6, 6.66, 15.66 kat azalis gozlenirken, P2-K
fraksiyonu 1.08 Kkat artis gézlenmistir (Sekil 3. 26).
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CyclinD2
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Sekil 3. 26: Propolis fraksiyonlarinin meme kanseri hiicre hattinda (MDA-MB-231)
CyclinD nin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol
degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Hiicre dongiisiinde diger bir diizenleyici gen olan CDK4 mRNA ekspresyon
diizeyinde propolis fraksiyonlarindan P1-P, P1-K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-E, P2-M
sirastyla 5.02, 1.38, 2.79, 1.34, 2.43, 1.19, 1.15 kat azalis gozlenirken P2-K
fraksiyonunda 1.08 kat artis gozlenmistir (Sekil 3. 27).
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Sekil 3. 27: Propolis fraksiyonlarinin meme kanseri hiicre hattinda (MDA-MB-231)
CDK4'iin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol
degerleri %100 alinmistir*: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Son olarak hiicre dongiisiinii  diizenleyen siklin  bagimli  kinaz
inhibitorlerinden CDKNIA geninin mRNA ekspresyon diizeyinde propolis
fraksiyonlar1 P1-P, P1-K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-K, P2-E, P2-M sirastyla 2.61, 9,
1.47,1.32, 33.12, 57.88, 1.67, 6.82 kat artig gozlendi (Sekil 3. 28).
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Sekil 3. 28: Propolis fraksiyonlariin meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231) hattinda
CDKNI1A'nin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol
degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
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3.7.2 Apoptoz Yolag ile Tliskili Genler

Bu yolakta birbirleriyle iliskili genler BCL-2 ve BAX genlerinin mRNA
ekspresyon diizeyi incelenmistir. BCL-2 i¢in P1-P, P1-K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-K,
P2-E, P2-M propolis fraksiyonlar sirastyla 2.08, 1.36, 1.81, 3.63, 9.9, 1.13, 4.85,
3.48 kat azalisa neden olmustur. P1-P ve P1-K propolis 6rnekleri BAX geninin
mRNA eskpresyon diizeyini sirasiyla 8.60 ve 6.98 kat azaltirken P1-E, P1-M, P2-P,
P2-K, P2-E ve P2-M sirastyla 1.34, 3.91, 1.52, 1.63, 7.16, 2.27 kat arttirmistir (Sekil
3.29).
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Sekil 3. 29: Propolis fraksiyonlarimin meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231) hattinda
apoptoz yolaginda iligkili BCL-2 ve BAX genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar
B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli
(p<0.05).

Apoptoz yolaginda gorevli kaspaz ailesinden olan Casp-3 (kazpaz-3) mRNA
ekspresyon seviyesinde propolis fraksiyonlar1 P1-P, P1-K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-K,
P2-E, P2-M sirasiyla 1.49, 1.62, 10.41, 28.44, 1.73, 4.11, 20.82, 41.50 kat artis
gozlenmistir (Sekil 3. 30).
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Sekil 3. 30: Propolis fraksiyonlarimin meme kanseri hiicre hattinda (MDA-MB-231) Casp-
3'in mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri

%100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

3.7.3 P53 Geni

Timor baskilayict gen olan P53'iin mRNA ekspresyon diizeyinde P1-P, P1-
K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-K, P2-E, P2-M srrasiyla 2.27, 3.16, 11.79, 24.16, 3.01,

5.68, 8.6, 9.2 kat artis gozlendi (Sekil 3. 31).

3000,00 P53
2500,00
2000,00
1500,00

1000,00

500,00

,..Il.lll

P1-P

0,00

P2-pP

Kontrol

Sekil 3. 31: Propolis fraksiyonlarinin meme kanseri hiicre hattinda (MDA-MB-231) P53"iin
MRNA seviyesine olan etkisi. Sonug¢lar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri %100

almmustir *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).
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3.8 Western Blot Analizi

Cezayir (Mila ve Sikikta) propolis alt fraksiyonlarinin MDA-MB-231 hiicre
hattina uygulanmasi sonucu hiicrede gesitli gorevleri olan Casp-3, BAX, BCL-2,
CDK-4 ve P53 protein seviyesindeki degisimler aydinlatildi. Western Blot analizinde
bulunan sonu¢lar mRNA ekspresyon seviyesindeki sonuglart ile anlamli olup
olmadig1 karsilastirildi. Deney sonucu olusmus protein bantlarinin yogunluklar
(kalinliklar1 ve b.) densitometrik analiz ile Scion Image Software programi

kullanilarak belirlendi.

Propolis fraksiyonlarunin uygulandigt MDA-MB-231 hiicre hattinda olusan
Casp-3 protein seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde P1-P, P1-K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-K, P2-E, P2-M sirasiyla 1.42, 1.35,
1.35,1.53, 2.1, 2.96, 2.66, 3.58 kat artis gozlemlendi (Sekil 3. 32).
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Sekil 3. 32: Propolis fraksiyonlarinin MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanmast sonucu
apoptotik proteinlerden Casp-3'e protein seviyesinde olan etkisi. Elde edilen sonuglar
GAPDH ile normalize edildi. Scion Image Software programi kullanilarak bantlarin
yogunluklarinin densitometrik analizleri gerceklestiririlmistir. Kontrol degeri 1,0 alinmustir
*: Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
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Propolis fraksiyonlarunin uygulandigt MDA-MB-231 hiicre hattinda olusan
BAX protein seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde P1-P, P1-K sirasiyla 2 ve 1.69 kat azalis gézlenirken, P1-E, P1-M, P2-P,
P2-K, P2-E, P2-M sirasiyla 2.19, 2.15, 2.12, 1.98, 1.92, 1.91 kat artis tespit edildi
(Sekil 3. 33).
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Sekil 3. 33: Propolis fraksiyonlarinin MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanmas: sonucu
apoptotik proteinlerden BAX a protein seviyesinde olan etkisi. Elde edilen sonuglar GAPDH
ile normalize edildi. Scion Image Software programi kullanilarak bantlarin yogunluklarimin
densitometrik analizleri gerceklestiririlmistir. Kontrol degeri 1,0 alinmistir *: Kontrol
grubundan farkl (p<0,05).

Propolis fraksiyonlarunin uygulandigt MDA-MB-231 hiicre hattinda olusan
BCL-2 protein seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde P1-P, P1-K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-K, P2-E, P2-M sirasiyla 1.56, 1.44,
2.38,2.43,2.32,1.61, 2.32, 1.58 kat azalis bulunmustur (Sekil 3. 34).
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Sekil 3. 34: Propolis fraksiyonlarinin MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanmasi sonucu
apoptotik proteinlerden BCL-2'e protein seviyesinde olan etkisi. Elde edilen sonuglar
GAPDH ile normalize edildi. Scion Image Software programi kullanilarak bantlarin
yogunluklarinin densitometrik analizleri gerceklestiririlmistir. Kontrol degeri 1,0 alinmustir
*: Kontrol grubundan farkli (p<0,05).

Propolis fraksiyonlarunin uygulandigt MDA-MB-231 hiicre hattinda olusan
CDK-4 protein seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde P1-P, P1-K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-K, P2-E, P2-M sirasiyla 2.86, 1.13,
2.85, 3.44, 2.5, 1.23, 3.85, 4.54 kat azalis bulunmustur (Sekil 3. 35).
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Sekil 3. 35: Propolis fraksiyonlarinin MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanmasi sonucu
apoptotik proteinlerden CDK-4'e protein seviyesinde olan etkisi. Elde edilen sonuglar
GAPDH ile normalize edildi. Scion Image Software programi kullanilarak bantlarin
yogunluklarinin densitometrik analizleri gerceklestiririlmistir. Kontrol degeri 1,0 alinmstir
*: Kontrol grubundan farkli (p<0,05).

Propolis fraksiyonlarunin uygulandigt MDA-MB-231 hiicre hattinda olusan
P53 protein seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde P1-P, P1-K, P1-E, P1-M, P2-P, P2-K, P2-E, P2-M sirasiyla 1.58, 1.57,
3.17,2.1,2.01, 1.43, 1.71, 1.48 kat artis gozlemlenmistir (Sekil 3. 36).
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Sekil 3. 36: Propolis fraksiyonlarinin MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanmasi sonucu
apoptotik proteinlerden P53"e protein seviyesinde olan etkisi. Elde edilen sonuglar GAPDH
ile normalize edildi. Scion Image Software programi kullanilarak bantlarin yogunluklarimnin
densitometrik analizleri gerceklestiririlmistir. Kontrol degeri 1,0 alinmistir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0,05).

Propolis fraksiyonlarinin mRNA seviyesinde hiicre kapsaminda bazi
yolaklarla iliskili yedi genin (CDKN1A, Syclin D2, CDK4, Bax, Bcl-2, Casp-3, P53)
ekspresyon diizeyindeki degisimleri saptanmistir. Ayrica bes farkli gendeki
degisikliklerin protein (CDK4, Bax, Bcl-2, Casp-3, P53) seviyesinde western blot
analizi de yapilmigtir. Mila propolisinin kloroform, etil asetat ve metanol
fraksiyonlari ile Skikda propolisinin petrol eteri, kloroform, etil asetat ve metanol
fraksiyonlar1 tiimor baskilayict genlerle (Casp-3) iliskili proteinlerin mRNA
diizeyinde artisina neden olmus ve apoptoza yol agmustir. Bcl-2 geni ile iligkili
proteinlerin mRNA diizeylerinde Mila (petrol eter, etil asetat, metanol) ve Skikda

(petrol eter, etil asetat ve metanol) propolisleri azalisa neden olmustur. Bax geni ile
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iligkili proteinlerin mRNA seviyesinde Mila propolisinin petrol eter ve kloroform
fraksiyonlar1 azalisa neden olurken Mila propolisinin metanol fraksiyonu ile Skikda
propolisinin kloroform, etil asetat ve metanol fraksiyonlar1 belirgin derecede artisa
yol agmustir. Apoptoz yolag ile iliskili genlerdeki bu degisiklikler Western blot ile

de dogrulanmustir.

Bilindigi tizere tek halde aktif olmayan CDK'lar, siklinlerin baglanmasiyla
islev goriirler. Siklinlerin baglanmasiyla olusan siklin-CDK kompleksi hiicre
dongiisii i¢in 6nemlidir. Bu nedenle tez ¢alismamizda propolisin hiicre dongiisiine
etkisinin de anlasilmasi i¢in hiicre donglisii diizenleyici CyclinD2, CDK4 ve
CDKNI1A genleri de incelenmis ve protein seviyesinde western blot analizleri ile
dogrulanmistir. Mila propolisinin petrol eter, kloroform ve etil asetat ile Skikda
propolisinin petrol eter, etil asetat ve metanol fraksiyonlar1 CyclinD2 geni mRNA
seviyesinde baskilamistir. CDK4 geni ise sadece Mila propolisinin petrol eter ve etil
asetat ile Skikda propolisinin petrol eter fraksiyonu tarafindan baskilanmistir.
Sonuglar western blot ile de dogrulanmistir. Mila propolisinin petrol eter ve
kloroform fraksiyonlar1 ile Skikda propolisinin petrol eter, kloroform ve metanol
fraksiyonlart CDKNI1A genini tesvik etmistir. CDKN1A geninde mRNA ekpresyon
seviyesindeki bu artiy ve CDK4 genin hem mRNA hem de western blot analizleri
hiicre dongiisiiniin  muhtemelen G1 fazinda durakladigini gostermistir. Dogal
uriinlerdeki fenolik bilesiklerin veya propolis bilesenlerinin hiicre dongiisiinii
diizenleme ve durdurma etkisi bazi arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir

(Sanchez-Carranza ve dig. 2017; Anantharaju ve dig. 2016; Popolo 2009).

Tim propolis fraksiyonlari, tiimor baskilayict P53 genini ile iligkili
proteinlerin mRNA diizeylerinde artisa neden olmus ve apoptozu indiiklemistir (BKz.
Sekil 3. 35). P53 geni, hatali hiicreyi tanir ve mutasyonlar1 azaltarak normal hiicreyi
kontrol altina alir. Hem mRNA hem de westen blot analizlerine gére P53 gen
ekspresyonundaki artig, hatali hiicre dongiistiniin baskilandigint ve Cezayir
propolisinin insan meme hiicre hattinda (MDA-MB-231) hiicreyi apoptaza

stirtikledigini gostermistir.

Propolisin antikanser etkisi ile ilgili detayli ¢alismalar mevcuttur. Ornegin,
Cin ve Brezilya propolisinin etanol ekstraktinin antikanser aktivitesi CaCo2,

HCT116, HT-29 ve SW480 kolon kanser hiicre hatlar1 iizerine test edilmis ve her iki
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propoliste doza bagl olarak hiicreler iizerine biiylime inhibisyonu goriilmistiir. Cin
propolisi, HCT116 hiicre hattinda tiimér supresyonu (p21CIP1 ve p53) ile iliskili
proteinlerin mRNA diizeylerinde doza bagli bir artisa neden olmus ve apoptozu
indiiklemistir. Bu da Cin propolisinin antikanser etkiye sahip bilesikler i¢erdigini
gostermektedir (Ishihara ve dig. 2009). Benzer sekilde, CAPE ve Cin propolisinin saf
etanol  ekstraktinin  MDA-MB-231  hiicre hattinda  antikanser etkileri
karsilastirilmistir. Kaspaz-3 ve PARP genleri ile TLR-4 sinyal yolagimin western blot
analizi ile protein boyutunda degisimleri incelenmistir. CAPE ve propolis 50 ve 100
ng/ml konsantrasyonda kaspaz-3’te artisa neden olmustur. PARP protein seviyesini
CAPE baskilarken propolis az da olsa arttirmistir. TLR-4 sinyal yolagina CAPE’nin
cok az etkisi olurken bu yolagin regiilasyonunda propolisin belirgin derecede azalisa
yol actig1 tespit edilmistir. Cin propolisinin ve CAPE 'nin kaspaz-3'ii aktive ederek,
TRLA4 sinyal yolagin1 ise bastirarak meme kanseri hiicrelerinde apoptoza stiriikledigi
ifade edilmistir (Chang ve dig. 2017). Kiiba propolisi de MCF-7 meme kanser hiicre
hatt1 lizerinde MDA-MB 231°den daha belirgin antiproliferatif etki gostermistir. Bu
etki hem konsantrasyona ve hem de zamana bagliydi, propolis kismen apoptoza da
neden olmustur. Arastiricilar propolisin hiicre dongiislinlin G1 fazinda, doz ve
zamana bagli bir sekilde MCF-7 hiicre biiylimesini 6nemli derecede inhibe ettigini
ifade ederek Kiiba propolisinin Ostrojen benzeri bir aktiviteye sahip oldugunu

varsaymiglardir (Popolo ve dig. 2009).

Rzepecka-Stojko ve dig. (2015) yaptiklar1 ¢alismada Polonya propolisinin
%75'1ik etanol ekstrakstinin ve ticari olarak satin alinmis kafeik asit fenil ester’in
(CAPE) MDA-MB-231 hiicre hattinda 24, 48, 72 saat inkiibasyon sonucu farkli
konsantrasyonlarda sitotoksik etkilerini gdzlemlemislerdir. Propolis ekstrakti
calisilan en yiliksek konsantrasyonda (200pug/ml) 24 saat inkiibasyon sonucu %40
oraninda sitotoksik aktivite gostermistir. Ayni konsnatrasyonda 48 saat inkiibsasyon
sonucunda ise %95°in lstlinde, 72 saat inkiibasyonda ise %100 sitotoksik aktivite
gozlemlemislerdir. CAPE 'nin ise calisilan her ii¢ saat diliminde 40 ve 80 uM
konsantrasyonlarda %95°in {istiinde sitotoksik aktivitesi olmustur. Ayni1 zamanda
propolis ekstraktint ve CAPE'nin ICso degerleri 24 saatlik inkiibasyon sonucu
sirastyla 232.31 pg/ml ve 21.05 uM olarak saptamislardir. Xuan ve dig. (2014)
yaptiklar1 ¢calismada Cin propolisinin %95°lik etanol ile ekstrakte ederek iki meme

kanseri MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda P53 geninin protein boyutunda
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western blot analizi ile degisimlerini gézlemlemislerdir. Bulunan sonuglar propolisin
MDA-MB-231 hiicre hattina 25-200 pg/ml konsantrasyonda 48 saat inkiibasyonu
sonucu konsantrasyon artisinda giderek anlamli sekilde azalmalar gergeklesmistir.
Fakat aymi sartlar altinda MCF-7 hiicre hattina uygulandiginda ise P53 proteininde
diger hiicre hattinin tam tersine anlamli sekilde arttigi rapor etmislerdir.
Aragtirmacilara gore MCF-7 hiicre hatti yabanil tip (wild-type) P53’e sahiptir.
Bulunan sonuglara gore de hiicredeki apoptozu indiiklemek igin artan
konsantrasyonda P53 proteininde artis beklenmektedir. Bizim tez g¢alismamizda
Cezayir propolisinin tiim fraksiyonlar1 P53 geninin hem gergek zamanli PZR hem
de protein boyutunda western blot analizleri sonucu anlamli sekilde artiglar birbirini
destekler nitelikte olup, Cezayir propolisi de MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptoza

yol agmustir.

Kardanol, baz1 agaclarin kabuklarinda ve propoliste bulunan fenolik
bilesiktir. Meme kanseri {izerinde pozitif yonde etkisi bazi c¢aligmalar ile
aydinlatilmigtir. Ornegin, Tayland propolisinden saflagtirilan kardanolun 30 pg/ml
konsantrasyonda meme kanseri (BT-474) hiicre hattinda etkisi aragtirilmistir. 72
saatlik inkiibasyon sonunda ger¢ek zamanli PZR analizlerine gore Bcl-2 ve P21
geninin ekspresyon seviyesinde artig, siklin D1, siklin E, CDK4 ve CDK2
genlerinde ise azalma gozlemlenmistir (Buahorm ve dig. 2015). Benzer sekilde
Trabzon’dan toplanan Tiirk propolisinin etanol ekstrakti (EEP), Ostrojen bagimli
meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7); P53, Bax ve P21 (CDKN1A) genleriyle
iligkili protein seviyesinde doza bagl artisa neden olmus ve bu aktivite western blot
ile de dogrulanmigtir (Misir ve dig. (2019). Japon propolisinin metanol ekstraktinin
insan lenfoma (U937) hiicre hattinda apoptozu indiikledigi rapor edilmistir

(Motomura ve dig. 2008).
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4. SONUC ve ONERI

Glinlimiizde propolis, bal arilar1 tarafindan toplanan bitki recinelerinden elde
edilen dogal bir iriindiir ve ylzyillardir halk hekimliginde kullanilmaktadir.
Propolisin antimikrobiyal, antioksidant, antiiilser ve antitimor aktivitesi bilimsel
calismalarla ortaya konmustur. Bu yiizden, bilinen 6zelliklerinden dolay1 yararli veya
potansiyel bir dogal iiriin olarak bilimsel g¢alismalarin 6nemli konusu olmustur.
Ozellikle insan sagligim1 koruyabilecegi veya gelistirebilecegi iddiasiyla gida

sektoriinde de yiyecek ve iceceklerde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sunulan caligmada iki farkli bdlgeden temin edilen Cezayir propolisinin
petrol eter, kloroform, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin antibiyofilm,
antikayma, antiyiizme ve antikanser aktiviteleri aragtirilmistir. Propolisin S. aureus
ATCC 29213 biyofilmini inhibe etkisi hem doza bagli olarak degismis hem de
cografik orijine bagl olarak bu etki farklilik gdstermistir. Ustelik propolisin biyofilm
inhibisyon sonuglarinin floresan mikroskop ve FTIR analizi ile de paralel oldugu
goriilmiistiir. Diger yandan, meme kanseri hiicre hattt (MDA-MB-231)'nda timéor
baskilayici, hatali hiicre dongiisiinii engelleyici ve hiicrenin apoptoz yolagiyla iligkili

genlerde indiikleyici yonde etkiler de gostermistir.

Sonug olarak, Mila ve Skikda kaynakli Cezayir propolisinin, kullanilan meme
kanseri hiicresi iizerine sitotoksik etkisi in vitro olarak gosterilmesine ragmen,
insanlarda ve hayvanlarda bu antikanser etkinin nasil gergeklestigini anlamak igin in
vivo arastirmaya da ihtiyag vardir. EK olarak, propolisin antibiyofilm ve antikanser
aktivitesinin hangi bilesiklerden kaynaklandigini anlamak i¢in kimyasal igerigi de

detayli olarak analiz edilmelidir.

81



5. KAYNAKLAR

Acree, M. E., Morgan, E., David, M. Z., “S. aureus Infections in Chicago, 2006-
2014: Increase in CA MSSA and Decrease in MRSA Incidence”, Infect. Control.
Hosp. Epidemiol., 38, (10), 1226-1234, (2017).

Adams, J. M., Cory, S., ““The Bcl-2 apoptotic switch in cancer development and
therapy’’, Oncogene, 26 (9), 1324-1337, (2007).

Ahangari, Z., Naseri, M., Vatandoost, F.,** Propolis: Chemical Composition and Its
Applications in Endodontics’’, Iran. Endod. J. , 13 (3), 285-292, (2018).

Ahmad, B., Ali, C., ‘‘Physiochemical, minerals, phytochemical contents,
antimicrobial activities evaluation and fourier transform infrared (FTIR) analysis of
Hippophae rhamnoides L. leaves extracts’’, Afr. J. Pharm. Pharmacol., 7 (7) 375-
388, (2013).

Akram, M., Igbal, M., Daniyal, M., Khan, U., ‘‘Awareness and current knowledge of
breast cancer’’, Biological Research, 50 (33), 2 -23, (2017).

Algburi, A., Comito, H., Kashtanov, D., Dicks, L. M. T., Chikindas, M. L., “Control
of Biofilm Formation: Antibiotics and Beyond”, Appl. Environ. Microbio., 83 (3),
e02508-16, (2017).

Allison, C. and Hughes, C., “‘Closely linked genetic loci required for swarm cell
differentiation and multicellular migration by Proteus mirabilis’’, Mol. Microbiol, 5,
1975-1982. (1991).

Al-Qadiri, H. M., Al-Alami, N. I., Al-Holy, M. A., Rasco, B. A., ‘““Using Fourier
Transform Infrared (FT-IR) Absorbance Spectroscopy and Multivariate Analysis To
Study the Effect of Chlorine-Induced Bacterial Injury in Water’’, J. Agric. Food
Chem, 56, 8992-8997, (2008).

Algarni, A, S., Rushdi, A, I., Owayss, A. A., Raweh, H. S., EI-Mubarak, A. H.,
Simoneit, B. R. T., “‘Organic Tracers from Asphalt in Propolis Produced by Urban
Honey Bees, Apis mellifera Linn.”’, Plos One, 10, (6), 1-18, (2015).

American Cancer Society 2019., ‘‘Cancer Facts & Figures 2019, (2019),
https://www.cancer.org/research/cancer-facts-statistics/all-cancer-facts
figures/cancer-facts-figures-2019.html (2019).

Anantharaju, P. G., Gowda, P. C., Vimalambike, M. G., Madhunapantula, S. V.,
““An overview on the role of dietary phenolics for the treatment of cancers’’, Nutr J.,
15, 1-16. (2016).

82



Archer, N. K., Mazaitis, M. J., Costerton, J. W., Leid, J. G., Powes, M. E., Shirtliff,
M. E., “Staphylococcus aureus biofilms”, Virulance, 2:5, 445-459, (2011).

Arya, M., Shergill, I. S., Williamson, M., Gommersall, L., Arya, N., Patel, H. RH.,
‘“‘Basic principles of real-time quantitative PCR’’, Expert Rev. Mol. Diagn., 5, (2),
209-219, (2005).

Asai, K., Yamada, K., Yagi, T., Baba, H., Kawamura, I., Ohta, M., “Effect of
incubation atmosphere on the production and composition of staphylococcal
biofilms”, J. Infect. Chemother., 21, 55-61, (2015).

Bahuguna, A., Khan, L., Bajpai, V. K., Khang, S. C., ““MTT assay to evaluate the
cytotoxic potential of a drug’’, Bangladesh J. Pharmacol., 12, 115-118, (2017).

Bai, J. R., Zhong, K., Wu, Y. P., Elena, G., Gao, H., ‘‘Antibiofilm activity of
shikimic acid against Staphylococcus aureus’’, Food Control, 95, 327-333, (2019).

Baker, M. J., Trevisan, J., Bassan, P., Bhargava, R., Butler, H. J., Dorling, K. M.,
Fielden, P. R., Fogarty, S. W., Fullwood, N. J., Heys, K. A., Hunghes, C., Lasch, P.,
Martin-Hirsch, P. L., Obinaju, B., Sockalingum, G., Sule- Suso, J., Strong, R. J.,
Walsh, M. J., Wood, B. R., Gardner, P., Martin, F. L ‘“Using Fourier transform IR
spectroscopy to analyze biological materials’’, Nat. Protoc., 9 (8), 1771-1791,
(2014).

Bankova, V., Popova, M., Trusheva, B., ‘““The phytochemistry of the honeybee’’,
Phytochemistry, 155, 1-11, (2018).

Bartek, J., Lukas, J., Bartkova, J., “‘Perspective: defects in cell cycle control and
cancer’’, J. Pathol., 187 (1), 95-9, (1999).

Beekes, M., Lasch, P., Naumann, D., ‘“Analytical applications of Fourier transform-
infrared (FT-IR) spectroscopy in microbiology and prion research’’, Veterinary
Microbiology, 123, 305-319, (2007).

Becker, K., Al Laham, N., Fegeler, W., Proctor, R. A., Peters, G., Eiff, C. V,,
““Fourier-Transform Infrared Spectroscopic Analysis Is a Powerful Tool for Studying
the Dynamic Changes in Staphylococcus aureus Small-Colony Variants’’, Journal of
Clinical Microbiology, 44, 3274-3278, (2006).

Bitrus, A. A., Zunita, Z., Khairani-Bejo, S., Othman, S., Nadzir, N. A. A,
“Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) and characterization of the
attachment site (attB) of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and
methicillin susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) isolates”, Microbial
Pathogenesis, 123, 323-329, (2018).

83



Boudjemaa, R., Steenkeste, K., Canette, A., Briandet, R., Fontaine-Aupart, M-P.,
Marliére, C., “Direct observation of the cell-wall remodeling in adhering
Staphylococcus aureus 27217: An AFM study supported by SEM and TEM”, The
Cell Surface, 5, (100018), (2019).

Brihoum, H., Maiza, M., Sahali, H., Boulmeltout, M., Barratt, G., Benguedouar, L.,
Lahouel, M., ‘“‘Dual effect of Algerian propolis on lung cancer: antitumor and

chemopreventive effects involving antioxidant activity’’, Braz. J. Pharm. Sci., 54 (1),
1-12, (2018).

Bryan, J., Chen, T. P., Liu, T., Azzam, R., Belonis, K. N., Castaldi, M., Epstein, J.,
Traba, C., ‘“The Prevention and Treatment of Staphylococcus aureus Biofilm
Formation using Russian Propolis Ethanol Extracts’’, World J. Pharm. Sci., 3 (3),
390-400, (2015).

Buahorm, S., Puthong, S., Palaga, T., Lirdprapamongkol, K., Phuwapraisirisan, P.,
Svasti, J., Chanchao, C., ‘‘Cardanol isolated from Thai Apis mellifera propolis
induces cell cycle arrest and apoptosis of BT-474 breast cancer cells via p21
upregulation’’, Daru Journal of Pharmaceutical Sciences, 23, 1-11. (2015).

Cabadak, H., ‘‘Hiicre Siklusu ve Kanser Gen Polimorfizmi ve Kansere Yatkinlik’’,
ADU Tip Fakiiltesi Dergisi, 9 (3), 51 —61, (2008).

Chang, H., Wang, Y., Yin, X., Liu, X., Xuan, H., ‘‘Ethanol extract of propolis and its
constituent caffeic acid phenethyl ester inhibit breast cancer cells proliferation in
inflammatory microenvironment by inhibiting TLR4 signal pathway and inducing
apoptosis and autophagy’’, BMC Complement Altern. Med., 17, 1-9. (2017).

Chen, F., Gao, Y., Chen, X.,Yu, Z., Li, X., “Quorum Quenching Enzymes and Their
Application in Degrading Signal Molecules to Block Quorum Sensing-Dependent
Infection”, Int. J. Mol. Sci, 14, 17477-17500, (2013).

Chipuk, J.E., Moldoveanu, T., Llambi, F., Parsons, M.J., Green, D.R., ““The BCL-2
family reunion’’, Mol. Cell., 37 (3), 299-310, (2010).

Chuly, J. L. C., Liu, H. J., ““Recent Patents on Cell Cycle Regulatory Proteins’’,
Recent Patents on Biotechnology, 3, 1-9, (2009).

Ciofu, O., Mandsberg, L. F., Wang, H., Heibya, N., “Phenotypes selected during
chronic lung infection in cystic fibrosis patients: implications for the treatment of
Pseudomonas aeruginosa biofilm infections”, FEMS Immunol. Med. Microbiol., 65,
215-225, (2012).

84



Clauser, P,. Marino, M. A., Baltzer, P. A. T., Bazzocchi, M., Zuiani, C.,
‘““Management of Atypical Lobular Hyperplasia, Atypical Ductal Hyperplasia, and
Lobular Carcinoma in Situ’’, Expert Rev. Anticancer Ther., 16 (3), 335-346, (2016).

Cole, A. M., Tahk, S., Oren, A., Yoshioka, D., Kim, Y-H., “Determinants of
Staphylococcus aureus Nasal Carriage”, Clin. Diagn. Lab. Immunol., 8, (6), 1064—
1069, (2001).

Daikh, A., Segueni, N., Dogan, N. M., Arslan, S., Mutlu, D., Kivrak, I., Akkal, S.,
Rhouati, S., ‘‘Comparative study of antibiofilm, cytotoxic activity and chemical
composition of Algerian propolis’’, Journal of Apicultural Research, 59, 160- 169,
(2020).

David, M. D., Elliott, T., “Coagulase-negative staphylococci”, British Journal of
Hospital Medicinel, 76 (8), (2015).

Dembogurski, D. S. O., Trentin, D. S., Boaretto, A. G., Rigo, G. V., Silva, R. C,,
Tasca, T., Macedo, A. J., Carollo, A., Silva, D. B., ‘““‘Brown Propolis-Metabolomic
Innovative Approach to Determine Compounds Capable of Killing Staphylococcus
Aureus Biofilm and Trichomonas Vaginalis’’, Food Res. Int., 111, 661-673, (2018).

Demir, S., Aliyazicioglu, Y., Turan, I., Misir, S., Mentese, A., Yaman, S. O, Kilinc,
K., Deger, O., ‘‘Antiproliferative and proapoptotic activity of Turkish propolis on
human lung cancer cell line’’, Journal Nutrition and Cancer, 68 (1), 165-172,
(2016).

Distelhorst, C. W., Bootman, M. D., “‘Bcl-2 interaction with the inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor: role in Ca2+ signaling and disease’’, Cell Calcium, 50 (3),
234-241, (2011).

Ehtisham, M., Wani, F., Wani, 1., Kaur, P., Nissar, S., ‘‘Polymerase Chain Reaction
(PCR): Back to Basics”’ Indian Journal of Contemporary Dentistry, 4, 30-35, (2016).

El-Hadedy, D., El-Nour, S. A., “Identification of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli isolated from Egyptian food by conventional and molecular
methods”, Academy of Scientific Research & Technology, 10, 129-135, (2012).

Elmore, S., ‘‘Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death’’, Toxicologic
Pathology, 35, 495 -516, (2007).

Eroglu, H. E., Ozkul, Y., Tathsen, A., Silici, S., ‘‘Anticarcinogenic and antimitotic

effects of Turkish propolis and mitomycin-C on tissue cultures of bladder cancer’’,
Journal Natural Product Research, 22 (12), 1060-1066, (2008).

85



Feng, J., Yee, R., Zhang, S., Tian, L., Shi, W., Zhang, W. H, Zhang, Y., ‘A Rapid
Growth-Independent ~ Antibiotic  Resistance  Detection Test by SYBR
Green/Propidium Iodide Viability Assay’’, Front. Med., 5, 1-11, (2018).

Fernandes, A. W. C., Anjos Santos, V. L. D., Melo Araujo, C. R., Cruz Araujo, E. C.
D., Oliveira, H. P. D., Costa, M. M. D., ‘‘Antimicrobial activity and FTIR
characterization of lapachol derivatives against Staphylococcus aureus’” Afr. J.
Microbiol. Res., 11 (22), 915-919, (2017).

Ghisalberti, E. L., “‘Propolis: A review’’, Bee World, 60, 59-84, (1979).

Gowrishankar, S., Pandian, S. K., “Modulation of Staphylococcus epidermidis
(RP62A) extracellular polymeric layer by marine cyclic dipeptide-cyclo(L-leucyl-L
prolyl) thwarts biofilm formation”, Biochimica et Biophysica Acta, 1859, 1254—
1262, (2017).

Guo, H., Wang, Z., Du, Q., Li, P., Wang, Z., Wang, A., “Stimulated phase-shift
acoustic nanodroplets enhance vancomycin efficacy against methicillin-resistant
Staphylococcus aureus biofilms”, International Journal of Nanomedicine, 12, 4679—
4690, (2017).

Han, S-J., Guo, Q-Q., Wang, T., Wang, Y.-X,, Zhang, Y. - X, Liu, F., Luo, Y. -X,,
Zhang, J., Wang, Y.- L., Yan, Y. -X,, Peng, X. —-X., Ling, R., He, Y., ‘‘Prognostic
Significance of Interactions Between ER Alpha and ER Beta and Lymph Node
Status in Breast Cancer Cases *’, Asian Pac J Cancer Prev, 14 (10), 6081 —6084,
(2013).

Hanahan, D., Weinberg, R. A., ‘‘Hallmarks of Cancer: The Next Generation’’, Cell,
144 (5), 646 —674, (2011).

Hao, Y., Winans, S. C., Glick, B. R., Charles, T. C., “Identification and
characterization of new LuxR/LuxI-type quorum sensing systems from metagenomic
libraries”, Environ. Microbiol., 12, 105-117, (2010).

Hegazi, A. G., El-Houssiny, A. S., Fouad, E. A., ““Egyptian propolis 14: Potential
antibacterial activity of propolis-encapsulated alginate nanoparticles against different
pathogenic bacteria strains’’, Adv. Nat. Sci.: Nanosci. Nanotechnol., 10, 1-8, (2019).

Hengzhuang, W., Wu, H., Ciofu, O., Song, Z., Heibya, N., “In Vivo
Pharmacokinetics/Pharmacodynamics of Colistin and Imipenem in Pseudomonas
aeruginosa Biofilm Infection”, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 12, 2683—
2690, (2012).

86



Heiby, N., Bjarnsholt, T., Kashtanov, D., Givskov, M., Molin, S., Ciofu, O,
“Antibiotic resistance of bacterial biofilms’’, International Journal of Antimicrobial
Agents, 35, 322-332, (2010).

Huleihel, M., Pavlov, V., Erukhimovitch, V., ‘‘The use of FTIR microscopy for the
evaluation of anti-bacterial agents activity’’, Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 96, 17-23, (2009).

Ishihara, M., Naoi, K., Hashita, M., Itoh, Y., Suzui, M., ‘‘Growth inhibitory activity
of ethanol extracts of Chinese and Brazilian propolis in four human colon carcinoma
cell lines.”’, Oncol. Rep., 22 (2) 349-354, (2009).

Jamal, M., Ahmad, W., Andleeb, S., Jalil, H., Imran, M., Nawaz, M. A., Hussain, T.,
Ali, M., Rafiq, M., Kamil, M. A., “Bacterial biofilm and associated infections”,
Journal of the Chinese Medical Association, 81, 7-11, (2018).

Jenul, C., Horswill, A. R., “Regulation of Staphylococcus aureus virulence”,
Microbiol. Spectr, 6, (1), (2018).

Jesinger, R. A., “‘Breast Anatomy for the Interventionalist’’, Techniques in Vascular
and Interventional Radiology, 17 (1), 3-9, (2014).

Jin, U. H., Song, K. H., Motomura, M., Suzuki, I., Gu, Y. H., Kang, Y. J., Moon, T.
C., Kim, C. H., “‘Caffeic acid phenethyl ester induces mitochondria-mediated
apoptosis in human myeloid leukemia U937 cells’’, Mol. Cell Biochem., 310, 43-48,
(2008).

Kaczanowski, S., ‘‘Apoptosis: its origin, history, maintenance and the medical
implications for cancer and aging’’, Phys. Biol., 13 (3), 1 -14, (2016).

Kebsa, W., Lahouel, M., Rouibah, H., Zihlif, M., Ahram, M., Abu-lrmaileh, B., Al-
Ameer, H. J., Shhab, M. A., ‘‘Reversing Multidrug Resistance in Chemo-resistant
Human Lung Adenocarcinoma (A549/DOX) Cells by Algerian Propolis Through
Direct Inhibiting the P-gp Efflux-pump, GO/G1 Cell Cycle Arrest and Apoptosis
Induction’’, Anticancer Agents Med. Chem., 18 (9), 1330 - 1337, (2018).

Khuwaja, G. A., Abu-Rezq, A. N., ‘‘Bi-modal breast cancer classification system’’,
Pattern Analysis and Applications, 7, 235-242, (2004).

Kim, W., and Surette, M. G., ‘‘Swarming populations of Salmonella represent a

unique physiological state coupled to multiple mechanisms of antibiotic resistance’’,
Biol. Proced. Online, 5, 189-196, (2003).

87



Kim, W., Killam, T., Sood, V., Surette, M. G.,*‘Swarm-cell differentiation in
Salmonella enterica serovar typhimurium results in elevated resistance to multiple
antibiotics’’, J. Bacteriol, 185, 3111-3117, (2003).

Kothari, V., ““Working with Natural Products (Extracts): Certain Useful Suggestions
to Avoid Trouble’, A. A.S.C. I. T, 1 (2), 37-39, (2014).

Kouidhi, B., Zmantar, T., Bakhrouf A.,*“Anti-cariogenic and anti-biofilms activity of
Tunisian propolis extract and its potential protective effect against cancer cells
proliferation’’, Anaerobe, 16, 566-571, (2010).

Kumar, M. A., Anandapandian, K. T. K., Parthiban, K., “Production and
Characterization of Exopolysaccharides (EPS) from Biofilm Forming Marine
Bacterium”, Braz. Arch. Biol. Technol, 54, 259-265, (2018).

Lamprell, H., Mazerolles, G., Kodjo, A., Chamba, J. F., Noél, Y., Beuvier, E
“Discrimination of Staphylococcus aureus strains from different species of

Staphylococcus using Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy’’,
International Journal of Food Microbiology, 108, 125-129, (2006).

Lee, H.- B., Han, W., “‘Unique Features of Young Age Breast Cancer and Its
Management’’, J. Breast Cancer, 17 (4), 301 —307, (2014).

Leone, S., Noviello, S., Boccia, G., De Caro, F., Esposito, S., “Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus infections: role of daptomycin/ B-lactams combination”, Le
Infezioni in Medicina, 2, 99-104, (2015).

Lowry, F. D., “Staphylococcus aureus infections”, The New England Journal of
Medicine, 339, (8) 520-532, (1998).

Luis, A., Silva, F., Sousa, S., Duarte, A, P., Domingues, F., ‘‘Antistaphylococcal and
biofilm inhibitory activities of gallic, caffeic, and chlorogenic acids’’, Biofouling, 30,
69- 79, (2014).

Mace, P. D., Shirley, S., Day, C. L., ‘“‘Assembling the building blocks: structure and
function of inhibitor of apoptosis proteins’’, Cell Death and Differentiation, 17, 46-
53, (2010).

Machado-Silva, A., Perrier, S., Bourdon, J. C., “‘p53 family members in cancer
diagnosis and treatment’’, Seminars in Cancer Biology, 20, 57-62, (2010).

Mantsch, H., ‘‘Historical survey of infrared and Raman spectroscopy of biological
materials’’, J. Am. Chem. Soc., 123, 1-14, (2001).

88



Marco, S. D., Piccioni, M., Pagiotti, R., Pietrella, D., ‘‘Antibiofilm and Antioxidant
Activity of Propolis and Bud Poplar Resins versus Pseudomonas aeruginosa’’, Saudi
J. Biol. Sci., 2017, 1-11, (2017).

Mehraj, J., Witte, W., Akmatov, M. K., Layer, F., Warner, G., Karuse, G.,
“Epidemiology of Staphylococcus aureus Nasal Carriage Patterns in the
Community”, Current Topics in Microbiology and Immunology, 398, 55-87, (2016).

Mirzoeva, O. K., Grishanin, R. N., Calder, P. C., ““The Antimicrobial action of
propolis and some of its components: the effects on growth, membrane potential and
motility of bacteria’’, Microbiol. Res, 152, 239-246, (1997).

Misir, S., Aliyazicioglu, Y., Demir, S., Turan, 1., Hepokur, C., ‘‘Effect of Turkish
Propolis on miRNA Expression, Cell Cycle, and Apoptosis in Human Breast Cancer
(MCF-7) Cells’’, Nutrition and Cancer, 72 (1), 133-145. (2019).

Monte, J., Abreu, A. C., Borges, A., Somdes, L, C., Somdes, M., ‘‘Antimicrobial
Activity of Selected Phytochemicals against Escherichia coli and Staphylococcus
aureus and Their Biofilms’’, Pathogens, 3 (2), 473-498, (2014).

Monteiro, J. M., Fernandes, P. D., Vaz, F., Pereira, A. R., Tavares, A. C., Ferreira,
M. T., Pereira, P. M., Veiga, H., Kuru, E., VanNieuwenhze, M. S., Brun, Y. V.,
Filipe, S. R., Pinho, M. G., “Cell shape dynamics during the staphylococcal cell
cycle”, Nature Communications, 6, (8055), (2015).

Mora, D. P. P., Santiago, K. B., Conti, B. J., Oliveira Cardoso, O., Conte, F. L.,
Oliveira, L. P. G., Golim, M. A., Uribe, J. F. C., Gutiérrez, R. M., Buitrago, M. R.,
Popova, M., Trusheva, B., Bankova, V., Garcia, O. T., Sforcin, J. M., ‘“The chemical
composition and events related to the cytotoxic effects of propolis on osteosarcoma
cells: A comparative assessment of Colombian samples’’, Phytotherapy Research, 33
(3), 591-601, (2018).

Moran, M. S., Schnitt, S. J., Giuliano, A. E., Harris, J. R., Khan, S. A., Horton, J.,
Klimberg, S., Chavez-MacGregor, M., Freedman, G., Houssami, N., Johnson, P. L.,
Morrow, M. ‘“‘SSO-ASTRO Consensus Guideline on Margins for Breast-Conserving
Surgery with Whole Breast Irradiation in Stage | and Il Invasive Breast Cancer’’, Int.
J. Radiat. Oncol. Biol. Phys., 88 (3), 553-564, (2014).

Motomura, M., Kwon, K. M., Suh, S-J., Lee, Y-C., Kim, Y-K,, Leg, I-S., Kim, M-S.,
Kwon, D. Y., Suzuki, I., Kim, C-H., ‘“‘Propolis induces cell cycle arrest and
apoptosis in human leukemic U937 cells through Bcl-2/Bax regulation’’, Environ
Toxicol Pharmacol, 26, 61-67. (2008).

89



Neuman, H. B., Morrogh, M., Gonen, M., Van Zee, K. J., Morrow, M., King, T. A,,
““Stage IV Breast Cancer in the Era of Targeted Therapy: does surgery of the
primary tumor matter?’’, Cancer, 116 (5), 1226-1233, (2010).

Ngo-Thi, N. A., Kirschner, C., Naumann, D., ‘‘Characterization and identification of
microorganisms by FT-IR microspectrometry’’, Journal of Molecular Structure,
661-662, 371-380, (2003).

Nkondjock, A., Ghadirian, P., ‘‘Epidemiology of breast cancer among BRCA
mutation carriers: an overview’’, Cancer Letters, 205, 1-8, (2004).

Nostro, A., Guerrini, A., Marino, A., Tacchini, M., Di Giulio, M., Grandini, A.,
Akin, M., Cellini, L., Bisignano, G., Saragoglu, H. T., “‘In vitro activity of plant
extracts against biofilm-producing food-related bacteria’’, International Journal of
Food Microbiology, 238, 33-39, (2016).

Nurdin, N., Francolis, P., Magnani, A., Xanthopoulos, N., Mathieu, H. J., Barbucci,
R., Vaudaux, P., Descouts, P., ‘‘Effect of toluene extraction on Biomer™ surface: 1.
ESCA, ATR/FTIR, contact angle analysis and biological properties’’, Journal of
Biomaterials Science, Polymer Edition, 7, 49-60, (1996).

Otto. M., “Staphylococcal Biofilms”, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 322, 207-228,
(2008).

Paharik, A. E., Horswill, A. R., “The Staphylococcal Biofilm: Adhesins, regulation,
and host response”, Microbiol. Spectr., 4 (2), (2016).

Patel, S. ‘‘Emerging Adjuvant Therapy for Cancer: Propolis and its Constituents’’,
Journal of Dietary Supplements, 13(3) 245-268, (2016).

Pippo, F., Gregorio, L., Congestri, R., Tandoi, V., Rossetti, S., “Biofilm growth and
control in cooling water industrial systems”, FEMS Microbiology Ecology, 94,
(fiy044), (2018).

Pistritto, G., Trisciuoglio, D., Ceci, C., Garufi, A., D’Orazi, G., ‘‘Apoptosis as
anticancer mechanism: function and dysfunction of its modulators and targeted
therapeutic strategies’’, AGING, 8 (4), 603 —619, (2016).

Plati, J., Bucur, O., Ceci, C., Khosravi-Far, R., ‘‘Dysregulation of Apoptotic
Signaling in Cancer: Molecular Mechanisms and Therapeutic Opportunities’’, J. Cell
Biochem., 104 (4), 1124 -1149, (2008).

Popolo, A, Piccinelli, L. A., Morello, S., Cuesta-Rubio, O., Sorrentino, R., Rastrelli,

L., Pinto, A ‘‘Antiproliferative Activity of Brown Cuban Propolis Extract on Human
Breast Cancer Cells’’, Natural Product Communications, 4 (12) 1711-1716, (2009).

90



Przybylek, 1., Karpinski, T. M ‘‘Antibacterial Properties of Propolis’’, Molecules,
24(11), 1-17, (2019).

Rahman, M. R. T., Lou, Z., Yu, F., Wang, P., Wang, H., ‘‘Anti-quorum sensing and
anti-biofilm activity of Amomum tsaoko (Amommum tsao-ko Crevost et Lemarie)
on foodborne pathogens’’, Saudi J. Biol. Sci., 24, 324-330, (2017).

Rani, S. A, Pitts, B., Beyenal, H., Veluchamy, R. A., Lewandowski, Z., Davison, W.
M., Buckingham-Meyer, K., Stewart, P. S., “Spatial Patterns of DNA Replication,
Protein Synthesis, and Oxygen Concentration within Bacterial Biofilms Reveal
Diverse Physiological States”, Journal of Bacteriology, 189, 4223-4233, (2007).

Rezanka T., Cejkova, A., Masak, J., “Chapter 10 - Natural Products: Strategic Tools
for Modulation of Biofilm Formation”, Studies in Natural Products Chemistry, 38,
269-303, (2012).

Rauprich, O., Matsushita, M., Weijer, C. J., Siegert, F., Esipov, S. E. and Shapiro, J.
A.,*‘Periodic phenomena in Proteus mirabilis swarm colony development’’, J.
Bacteriol, 178, 6525-6538, (1996).

Riccardi, C., Nicoletti, 1., ““Carlo, R and Ildo, N. Analysis of apoptosis by propidium
iodide staining and flow cytometry. Nat Protoc 1. 1458-1461°’, Nature Protocols, 1
(3), 1458 — 1461, (2006).

Rice, K. C., Mann, E. E., Endres, J. L., Welss, E. C., Cassat, J. E., Smeltzer, M. S.,
Bayles, K. W., “The cidA murein hydrolase regulator contributes to DNA release
and biofilm development in Staphylococcus aureus”, PNAS, 104, 8113-8118, (2007).

Rother, K., Kirschner, R., Sdnger, K., Bohlig, L., Mdssner, J., Engeland, K., “‘p53
downregulates expression of the G1/S cell cycle phosphatase Cdc25A°’, Oncogene,
26, 1949-1953, (2007).

Roy, R., Tiwari, M., Donelli, G., Tiwari, V., “Strategies for combating bacterial
biofilms: A focus on anti-biofilm agents and their mechanisms of action”, Virulance,
9, 522-554, (2018).

Rzepecka-Stojko, A., Kabata-Dzik, A., Mozdzierz, A., Kubina, R., Wojtyczka, R. D.,
Stojko, R., Dziedzic, A., Jastrzgbska-Stojko, Z., Jurzak, M., Buszman, E., Stojko, J.,
““Caffeic Acid Phenethyl Ester and Ethanol Extract of Propolis Induce the
Complementary Cytotoxic Effect on Triple-Negative Breast Cancer Cell Lines”’,
Molecules, 20, 9242-9262, (2015).

Salem, M. M., Donia, T., Abu-Khudir, R., Ramadan, H., Ali, E. M. M., Mohamed, T.
M., “‘Propolis Potentiates Methotrexate Anticancer Mechanism and Reduces its
Toxic Effects’’, Nutrition and Cancer, 72 (3), 460-480, (2019).

91



Sanchez-Carranza, J. N., Alvarez, L., Marquina-Bahena, S., Salas-Vidal, E., Cuevas,
V., Jiménez, E. W., Veloz G, R. A., Carraz, M., Gonzalez-Maya, L., ‘‘Phenolic
Compounds Isolated from Caesalpinia coriaria Induce S and G2/M Phase Cell Cycle
Arrest Differentially and Trigger Cell Death by Interfering with Microtubule
Dynamics in Cancer Cell Lines’’, Molecules, 22 (4), 1-14, (2017).

Sawicka, D., Car, H., Borawska, M. H., Niklinski, J., ‘“The anticancer activity of
propolis’’, Folia Histochem. Cytobiol., 50, 25-37, (2012).

Sforcin, J. M., Bankova, V., ‘‘Propolis: Is there a potential for the development of
new drugs?’’, Journal of Ethnopharmacology, 133, 253-260, (2011).

Shah, R., Rosso, K., Nathanson, S. D., ‘‘Pathogenesis, prevention, diagnosis and
treatment of breast cancer’’, World J. Clin. Oncol., 5 (3), 283 —298, (2014).

Shalini, S., Dosrstyn, L., Dawar, S., Kumar, S., ‘‘Old, new and emerging functions
of caspases’’, Cell Death and Differentiation, 22, 526 —539, (2015).

Sharma, G. N., Dave, R., Sanadya, J., Sharma, P., Sharma, K. K., ““VARIOUS
TYPES AND MANAGEMENT OF BREAST CANCER: AN OVERVIEW”’, J.
Adv. Pharm. Technol. Res., 1 (2), 109-126, (2010).

Sharma, D., Misba, L., Khan, A. U., “Antibiotics versus biofilm: an emerging
battleground in microbial communities”, Antimicrob. Resist. Infec.t Control, 8:76,
(2019).

Shrout, J. D., Tolker-Nielsen, S. A.,“The contribution of cell-cell signaling and
motility to bacterial biofilm formation”, MRS Bull, 36, (5), 367-373, (2011).

Silva-Carvalho, R., Baltazar, F., Almeida-Aguiar, C., ‘‘Propolis: A Complex Natural
Product with a Plethora of Biological Activities That Can Be Explored for Drug
Development’’, Evid. Based Complement. Alternat. Med., 2015, 1-29, (2015).

Simone, M., Evans, J. D., Spivak, M., ‘‘Resin Collection and Social Immunity in
Honey Bees’’, The Society for the Study of Evolution, 3 (11), 3016-3022, (2009).

Simone, M., Borba, R. S.,; Wilson, M., Spivak, M., ‘‘Propolis Counteracts Some
Threats to Honey Bee Health’’, Insects, 8, (2), 2-20, (2017).

Smith, P, K., Krohn, R. I, Hermanson, G. T., Mallia, A, K., Gartner, F. H.,
Provenzano, M. D., Fujimoto, E. K., Goeke, N. M., Olson, B. J., Klenk, D. C.,
““Measurement of Protein Using Bicinchoninic Acid’’, Analytical Biochemistry, 150,
76-85, (1985).

92



Soltani, E. K., Cerezuela, R., Charef, N., Mezaache-Aichour, S., Esteban, M.A.,
Zerroug, M. M., ‘‘Algerian propolis extracts: Chemical composition, bactericidal
activity and in vitro effects on gilthead seabream innate immune responses’’, Fish &
Shellfish Immunology, 62, 57-67. (2017).

Speziale, P., Visai, L., Rindi, S., Pietrocola, G., Provenza, G., Provenzano, M.,
“Prevention and Treatment of Staphylococcus Biofilms”, Current Medicinal
Chemistry, 15, 3185-3195, (2008).

Stan, T., Marutescu, L., Mariana, C., Chifiriuc, C., Lazar, V., ‘‘Anti-Pathogenic
Effect of Propolis Extracts from Different Romanian Regions on Staphylococcus Sp.
Clinical Strains’’, Romanian Biotechnological Letters, 21, 11166- 11175, (2016).

Suhaili, S. H., Karimian, H., Stellato, M., Lee, T. - H., Aguilar, M. -1,
““Mitochondrial outer membrane permeabilization: a focus on the role of
mitochondrial membrane structural organization’’, Biophys. Rev., 9, 443 -457,
(2017).

Terzioglu, G., ¢ Kiigiik Isirgan Otunun (Urtica Urens’in) Prostat Kanseri Uzerine
Etkisinin Molekiiler Mekanizmalarinin Arastirilmasi’, Yiksek Lisans Tezi,
Pamukkale Unianrsitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali, Denizli,
(2014).

Thomsen, S,. Tatman, D., ‘‘Physiological and Pathological Factors of Human Breast
Disease That Can Influence Optical Diagnosis’’, Ann. N. Y. Acad. Sci., 838, 171-193,
(1998).

Tsuchiya, H., linuma, M., ‘‘Reduction of membrane fluidity by antibacterial
sophoraflavanone G isolated from Sophora exigua’’, Phytomedicine, 7 (2) 161-165,
(2000).

Turan, 1., Demir, Y., Misir, S., Kilinc, K., Mentese, A., Aliyazicioglu, Y., Deger, O.,
“Cytotoxic Effect of Turkish Propolis on Liver, Colon, Breast, Cervix and Prostate
Cancer Cell Lines’’, Trop. J. Pharm. Res., 14 (5), 777-782, (2015).

Tirkyilmaz, M., Hacikamiloglu, E., Baran Deniz, E., Boztas, G., Diindar, S., Kavak
Ergiin, A., Seving, A., Titlncii, S., Atik, E., ‘2014 Yili Tiirkiye Kanser
Istatistikleri’’, (2017), https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser istatistikleri/yillar/2014-
yili-turkiye-kanser-istatistikleri.html, (2015).

Utispan, K., Chitkul, B., Koontongkaew., ‘‘Cytotoxic Activity of Propolis Extracts

from the Stingless Bee Trigona Sirindhornae Against Primary and Metastatic Head
and Neck Cancer Cell Lines’’, APOCP, 18 (4), 1051-1055, (2017).

93



Veloz, J. J., Saavedra, N., Lillo, A., Alvear, M., Barrientos, L. & Salazar, L.
‘“Antibiofilm activity of Chilean propolis on Streptococcus mutansis influenced by
the year of collection’’, Biomed. Res. Int., 2015, 291-351 (2015).

Villa, F., Piits, B., Stewart, P. S., Giussani, B., Rancorni, S., Albanese, D., Giordano,
C., Tunesi, M., Cappiteli, F., “Efficacy of Zosteric Acid Sodium Salt on the Yeast
Biofilm Model Candida albicans”, Microb. Ecol., 62, 584-598, (2011).

Vousden, K. H., Lane, D. P., ““p53 in health and disease’’, Nature Reviews
Molecular Cell Biology, 8, 275 — 283, (2007).

Wang, V. D. “‘Propolis: A Wonder Bees Product and Its Pharmacological
Potentials’’, Advances in Pharmacological Sciences, 2013 22 1-11, (2013).

Wardenburg, J. B., Patel, J. R., Schneewind, O., “S Surface Proteins and Exotoxins
Are Required for the Pathogenesis of Staphylococcus aureus Pneumonia”, Infection
and Immunity, 75, (2), 1040-1044, (2007).

Westall, F., Steele, A., Toporski, J., Walsh, M., Allen, C., Guidry, S., McKay, D.,
Gibson, E., Chafetz, H., “Polymeric substances and biofilms as biomarkers in

terrestrial materials' Implications for extraterrestrial samples”, Journal of
Geophysical Research, 105, 511-527, (2000).

WHO.,*“CANCER’’,(2018),https://www.who.int/newsroom/factsheets/detail/cancer
(2018).

Wojtyczka, R. D., Dziedzic, A., Danuta, 1., K¢pa, I., Kubina, R., Kabata-Dzik, A.,
Smolen Dzirba, J., Stojko, J., Sajewicz, M., Wasik, T. J. “‘Susceptibility of
Staphylococcus aureus clinical isolates to propolis extract alone or in combination
with antimicrobial drugs’’, Molecules, 18, 9623-9640, (2013).

Wu, H., Moser, C., Wang, H-Z., Heiby, N., Song, Z-J., “Strategies for combating
bacterial biofilm infections”, International Journal of Oral Science, 7, 1-7, (2014).

Xavier, J. A., Valentim, I. B., Camatari, O. S., Almeida, A. M. M., Goulart, H. F.,
Souza Ferro, J. N., Oliveira Barreto, E., Cavalcanti, B. C., Bottoli, C. B. G., Goulart,
M. O. F., ““Polyphenol profile by UHPLC-MS/MS, anti-glycation, antioxidant and
cytotoxic activities of several samples of propolis from the northeastern semi-arid
region of Brazil’’, Pharmaceutical Biology, 55 (1), 1884-1893, (2017).

Xuan, H., Li, Z., Yan, H., Sang, Q., Wang, K., He, Q., Wang, Y., Hu, F., ‘‘Antitumor
Activity of Chinese Propolis in Human Breast Cancer MCF-7 and MDA-MB-231
Cells’’, Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine., 2014, 1-11.
(2014).

94



Yalaza, M., Inan, A., Bozer, M., ‘‘Male Breast Cancer’’, J. Breast Health, 12, 1-8,
(2016).

Yokus, B., Cakir, D. U., ““Kanser Biyokimyas1’’, Dicle Univ. Vet. Fak. Derg., 1 (2),
7-18, (2012).

95



6. OZGECMIS

Ad1 Soyadi

Dogum Yeri ve Tarihi
Lisans Universite
Elektronik posta

[letisim Adresi

Konferans listesi

FARID NASIRLI

Sheki AZERBAYCAN / 24.08.1995
Mugla Sitk1 Kogman Universitesi
ferid9595@hotmail.com.tr

Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bakteriyoloji
Laboratuvar1 20070 Pamukkale/Denizli

» Nazime Mercan Dogan, Farid Nasirli, Sevki Arslan, Segueni Narimane,
Amina Daikh, Salah Akkal, Salah Rhouati “Cytotoxic and Anticancer Activity of
Petroleum ether extract of Algerian Propolis”, 6th World Congress on Medicinal and
Aromatic Plants, Kuzey Kibris (2019).

96





