ISSN 2757-5543  GUFFD 5. Cilt (1): 11-20 (2024)

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi
https://dergipark.org.tr/tr/pub/guffd

Apilarnil ve Kralice Ar1 Larvasi Liyofilizatlarimin Genotoksik ve
Antigenotoksik Etkilerinin Mikroniikleus Testi ile Belirlenmesi

Ece Avuloglu Yilmaz*! "=, Aybiike Afra Babacan?

YUmasya Universitesi, Teknik Bilimler Meslek Yiiksekokulu, Saghk Bilgi Sistemleri Teknikerligi Programi, 05100,
Amasya, Tiirkiye

2Amasya Universitesi, Sabuncuoglu Serefeddin Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Yash Bakimi Program,
05100, Amasya, Tiirkiye

One Cikanlar

* Apiterapi, art tirtinleri kullanilarak yapilan alternatif ve tamamlayici bir tedavi yontemidir.

* Apilarnil (erkek ar1 larvasi) ve kralige (ana) ar1 larvasi gida takviyesi olarak kullanilan apiterapi tirtinleridir.

* Apilarnil ve kralice ar1 larvasinin genotoksik ve MMC’ye kars1 antigenotoksik etkileri aragtirilmistir.

« Insan lenfositlerinde mikroniikleus yontemi kullanilmis olup, niikleer bsliinme indeksi de degerlendirilmistir.
* Sonugta her iki iiriin de genotoksik etkiye neden olmamis fakat antigenotoksik etki sergilemistir.

Makale Bilgileri Oz

Apiterapi art iiriinleri kullanilarak yapilan tamamlayici ve alternatif bir tedavi yontemidir. Bu ¢alismada
Gelis: 09/03/2024 apiterapi tirtinlerinden olan liyofilize erkek ari larvas: (apilarnil =APL) ve kralie (ana) art larvasinin (KAL)
Kabul: 17/04/2024 insan periferal lenfositlerinde mikroniikleus (MN) testi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

belirlenmesi amaglanmistir. Bunun igin saglikli bir erkek ve bir kadin donérden alinan lenfositlere APL ve
KAL liyofilizatlarimin 1,56; 3,13; 6,25, 12,5; 25,00, 50,00 ve 100,00 ug/mL lik konsantrasyonlari tek basina

Anahtar Kelimeler ve mitomisin-C (MMC) ile es zamanli olarak uygulanmistir. Ek olarak niikleer béliinme indeksine (NBI)

etkileri de degerlendirilmistir. Sonugta APL ve KAL liyofilizatlarimn tek basina kontrole gére MN frekansini
Apilarnil, etkilemedigi goriilmiistiir. MMC ile birlikte uygulandiginda, APL (en diisiik iki konsantrasyonu harig) ve KAL
Kralige art larvast, (en diisiik konsantrasyonu harig) tiim konsantrasyonlarda pozitif kontrole gore MN oranini onemli él¢iide
Mikroniikleus, azaltugr tespit edilmistir. Her iki apiterapi iiriinii de NBI'de degisiklige neden olmamistir. Elde edilen bu
Insan lenfositleri, sonuglar APL ve KAL liyofilizatlarinin insan lenfositlerinde genotoksisiteye neden olmadigini ve MMC
Genotoksisite. tarafindan olusturulan hasara karst da antigenotoksik etkili oldugunu gostermistir. Bu gozlemlerin diger in

Vivo Ve in vitro testlerle desteklenmesi onerilmektedir.

Determination of Genotoxic and Antigenotoxic Effects of Apilarnil and Queen Bee Larvae
Lyophilizates by Micronucleus Assay

Highlights

« Apitherapy is an alternative and complementary treatment method using bee products.

« Apilarnil (drone larvae) and queen bee larvae are apitherapy products used as food supplements.

« Genotoxic and antigenotoxic effects of apilarnil and queen bee larvae against MMC were investigated.

» The micronucleus method was used in human lymphocytes and the nuclear division index was also evaluated.
« As a result, both products did not cause genotoxic effects but exhibited antigenotoxic effects.
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Article Info Abstract

Apitherapy is a complementary and alternative treatment method using bee products. In this study, it was
aimed to determine the genotoxic and antigenotoxic effects of lyophilized drone larvae (apilarnil=APL) and
queen bee larvae (QBL), which are apitherapy products, on human peripheral lymphocytes by micronucleus

Received:09/03/2024 (MN) test. For this purpose, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25.00, 50.00, and 100.00 ug/mL concentrations of APL
Accepted: 17/04/2024 and QBL lyophilizates were applied alone and simultaneously with mitomycin-C (MMC) to lymphocytes
obtained from a healthy male and a female donor. In addition, the effects on nuclear division index (NDI)
Keywords were also evaluated. The results showed that APL and QBL lyophilizates alone did not affect MN frequency
Apilarnil, compared to the control. When co-administered with MMC, APL (except the two lowest concentrations) and
Queen bee larva, QBL (except the lowest concentration) significantly reduced the MN rate compared to the positive control at
Micronucleus, all concentrations. Both apitherapy products did not cause changes in NDI. These results showed that APL
Human lymphocytes, and QBL lyophilizates did not cause genotoxicity in human lymphocytes and were antigenotoxic against
Genotoxicity. MMC-induced damage. These observations are recommended to be supported by other in vivo and in vitro
tests.
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1. GIRIS

Ar1 kovaninda; bal, propolis, ar1 poleni, kralice ar1 larvasi, apilarnil, ar siitii (royal jelly) ve ar1 zehiri gibi
¢ok sayida biyoaktif bilesenle yiiklii ¢ok sayida iiriin {iretilir. Cogu ar1 iirlinliniin yiiksek besin igerigi
nedeniyle son yillarda diinyanin bircok yerinde ar1 iirlinlerinin diyet takviyesi olarak kullanildigi
goriilmektedir. Buna ek olarak, ar1 iirlinleri eski Misir ve Cin'de ilag olarak kullanilmistir ve gliniimiizde
ilag ham maddesi olarak arastirmacilarin ilgisini kazanmaktadir. Apiterapi, hastaliklar1 6nlemek ve
hastaligin ilerlemesini degistirmek i¢in cesitli ar1 iirlinlerinin terapotik ajanlar olarak kullanilmasini iceren
bir tamamlayict tip tiiriidiir [1-3]. Apiterapinin kanser korunma ve tedavisindeki yeri baz1 ¢alismalarla
degerlendirilse de bu konunun aydinlatilmasi gerekmektedir. Ote yandan arilardan kaynaklanan bu dogal
ar1 iiriinlerinin kanser, Parkinson hastalig1, karaciger bozukluklari, hipertansiyon, kulak, burun ve bogaz
enfeksiyonlari, diyabet, kardiyovaskiiler sistem bozukluklari, osteoatrit, kas iskelet sistemi bozukluklar1 ve
Covid-19 gibi birgok hastalikta tamamlayici tedavi olarak kullanilabilecegine dair ¢calismalar mevcuttur [4-
8]. Ar tirlinleri, antibakteriyel, anti-inflamatuvar, antitiimor, anti-aging 6zelliklerinden dolay1 geleneksel
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [9].

Apiterapide kullanilan bal, polen, propolis, ar1 zehri, ar1 ekmegi (perga) gibi {irlinlerin yaninda son
zamanlarda en popiiler iki ar1 {iriinii, erkek ar1 larvasi (apilarnil= APL) ve kralige (ana) ar1 larvasi (KAL)
olarak karsimiza ¢ikmaktadir [10]. Yapilan arastirmalar sonucunda APL ve KAL’1n yiiksek besin degeri
tagimalar1 nedeniyle beslenmemizde destek gida olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. APL, erkek ar1
larvalarinin pupa doneminden 3-7 giin 6nce toplanmastyla olusturulan liyofilize bir {iriindiir. Hem yumurta
hem de larva govdesinde bulunan besin bilesiklerinin toplami nedeniyle yiiksek biyolojik aktiviteye
sahiptir. Uretim dénemi, larvanin yasi, koloninin icinde bulundugu flora gibi birgok faktoriin etkisiyle
kimyasal bilesimi degisir. Igerik olarak ar1 siitiine benzemekle birlikte daha az protein ve karbonhidrat, daha
fazla su igerigine sahiptir. Yapilan ¢aligmalara goére nem igerigi %65-80 arasinda, toplam protein oran1 %9-
12, toplam lipit %5-8, fenolik madde %0,8 ve toplam seker %6-10 arasindadir. Sekerlerden fruktoz, glukoz
ve sakkaroz bulunmaktadir. Bilesiminde bulunan esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler nedeniyle
iyi bir amino asit kaynagi olarak kabul edilebilir. APL’de kalsiyum, magnezyum, fosfor, demir, manganez,
bakir, ¢inko, sodyum ve potasyum mineralleri tespit edilmistir. Ayrica igeriginde A, B1, B2, B6 ve C
vitaminleri, niasin, pantotenik asit, folik asit, inositol ve kolin bulunmustur [11,12].

KAL da APL ile beraber son zamanlarin popiiler olan bir diger ar1 {irliniidiir [13]. KAL, art siitii iiretiminin
yan lriinii olarak kullanilmak iizere hasat edilen 6nemli bir yenilebilir bocektir. Yumurtadan ¢iktiktan
sonraki ilk 3 giin an siitli ile beslenen is¢i larvasinin aksine, KAL sadece ar1 siitii ile beslenir. Diger
yenilebilir boceklere benzer sekilde, KAL yiiksek besin degerine sahiptir. Bununla birlikte, yeni ¢caligmalar,
KAL’1n proteinler, yag asitleri ve esansiyel amino asitler agisindan zengin oldugunu géstermistir [ 14-16].
KAL’1n kuru kiitlesinin yaklagik %50'sinin ham proteinler oldugu géz 6niine alindiginda polipeptitler ve
proteinler, en énemli biyoaktif bilesenler olarak tanimlanmustir [14]. KAL’1n dondurularak kurutulmus
liyofilizatinin, ar1 siitiine 6zgii kralige ar1 asidi olarak da adlandirilan kisa zincirli bir yag asidi olan 10-
hidroksi-2-desenoik asit (L0-HDA) igerdigi de bulunmustur [15]. Bu sebeple KAL’mn patojenlere kars1 daha
direncli olmasinda saf ar1 siitii ile 0miir boyu beslenmesinin dnemli etkisi bulunmaktadir [16].

Ulkemizde Saglik Bakanliginin Ekim 2014’te vyiiriirlige giren Geleneksel ve Tamamlayict Tip
Uygulamalar1 Yonetmeligi’nde apiterapi tanimlanmustir [17]. Ayrica Tirk Gida Kodeksi de apiterapi
iiriinlerinin kalite standartlar1 acgisindan Uluslararast Bal Komisyonu ve bilimsel arastirmalar dikkate
almarak giincellenmektedir [18].

Genotoksisite, DNA hasar1 degerlendirmeleri de dahil olmak {izere mutajeniteden daha genis bir spektrumu
kapsar. Genotoksisite testleri, olas1 insan kanserojen ve mutajenlerinin belirlenmesi i¢in DNA, gen ve
kromozom hasarlarini belirleyen in vitro ve in vivo yaklasimlara dayanmaktadir. Kimyasallarin potansiyel
tehlikelerini belirlemek ve karakterize etmek igin hiikiimetler, endiistri ve bagimsiz laboratuvarlar
tarafindan kullanilan test yontemlerine iligkin kilavuz ilkeler OECD’nin Kilavuzlan tarafindan
saglanmaktadir. Bu testlerden biri de mikroniikleus testidir. OCED Test No: 487 in vitro memeli
hiicrelerinde MN testinin valide ve kabul gormiis bir yontem oldugunu agiklamaktadir [19-21].
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Mikroniikleuslar (MN), yapisal kromozom anormallikleri ve/veya mitoz sirasinda kromozom parcalarinin
ya da tiim kromozomlarin hatali ayrilmasina yol agan mitotik boéliinme kusurlari olan hiicrelerde ifade edilir.
Bu kromozom parcalar1 veya biitiin kromozomlar anafaz/telofazda iki ana ¢ekirdekten dislanir ve sonugta
MN'yi olusturmak {izere membranla cevrelenir. Insan lenfositlerinde MN’lerin belirlenmesi; kromozomal
kararsizligi, cevresel ve endojen genotoksinlerin DNA'ya zarar veren etkilerini 6lgmek icin en yaygin
kullanilan yontemlerden biri haline gelmistir. Bu yontemlerin insan hiicrelerinde en fazla dogrulanmis
olani, MN’lerin yalnizca sitokinezin sitokalasin-B ile bloke edilmesinden sonra iki ¢ekirdekli (BN) hiicreler
olarak tamimlanan ve mitojen uyarimindan sonra bir niikleer bdliinmeyi tamamlayan hiicrelerde
degerlendirildigi sitokinez-blok mikroniikleus (MN) testidir [22, 23].

Bir bireyin hiicrelerinin kromozomal mutasyonlar1 biriktirme duyarliligi, in vitro ortamda uygun
genotoksik stres sonrasinda oSlciilebilir. Kisa siireli lenfosit kiiltiirlerinde kimyasal veya fiziksel ajanlar
tarafindan indiiklenen genotoksik olaylarin belirlenmesiyle tespit edilen mutajen duyarlilik fenotipi,
bireysel kanser duyarliliginin dolayli bir o&lgiisii olarak kullanilmistir. Cok sayida epidemiyolojik
retrospektif ve prospektif ¢alisma, mutajen duyarliligi ile akciger, meme, prostat, mesane, kolorektal, beyin,
deri, bag ve boyun ve yumusak dokular dahil olmak {izere baslica kanser riskinde artis arasinda pozitif bir
iligki oldugunu bildirmistir [24-27]. Bilimsel literatiirde, kanser hastalarinin lenfositleri ve epitel
hiicrelerindeki MN siklig1 hakkinda ¢ok sayida makale mevcuttur. Tedavi edilmemis kanser hastalarinda
saglikli kontrollere géore MN frekansinda 6nemli bir artis oldugunu gdsterilmistir. MN indiiksiyonu ile
kanser gelisimi arasinda bir iligkinin varligi, ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu tarafindan bildirilmekte ve
kanserli veya neoplastik dncesi lezyonlari olan hastalarda MN sikliginda bir artig oldugunu belirtilmektedir
[23, 28].

Genotoksik ajanlarin kalittm materyalinde olusturdugu hasarlar1 azaltabilen maddelere ‘antigenotoksik
ajanlar’ denilmektedir [29]. Genotoksisite testleri kullanilarak hem genotoksik hem de antigenotoksik
etkiler belirlenebilmektedir. Bu testlerde mutajen ya da genotoksik ajan olarak birgok kimyasal ya da
fiziksel ajan kullanilabilmektedir [30]. En yaygim kullanilan kimyasallardan biri de mitomisin C’dir.
Streptomyces caespitosus'tan izole edilen giiglii bir DNA alkilleyici kinon igeren antibiyotik olan,
antitimor/kemoterapdotik ajan mitomisin C (MMC), sito-genotoksik ve oksidatif potansiyeli nedeniyle hem
in vitro hem de in vivo test sistemlerinde bilinen klastojen olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [31].

Bu ¢alismanin amact APL ve KAL’1in olas1 genotoksik ve MMC’ye kars1 antigenotoksik etkilerinin
sitokinez-blok mikroniikleus testi ile insan lenfositlerinde arastirmaktir. Ulkemizde ve Diinya’da gida
takviyesi yolu ile kullanim alan1 bulan APL ve KAL’in insan lenfosit hiicrelerinde genotoksisitesi ve
antigenotoksisitesinin aragtirildigi bir ¢alisma bulunmadigindan bu ¢aligma bir ilk niteligindedir.

2. MATERYAL VE YONTEM

Bazi insan kanser hiicre hatlarinda APL ve KAL’1n da dahil oldugu bazi apiterapi iirlinlerinin etkinligi
calisilmistir [32]. S6z konusu ¢alismada kullanilan konsantrasyonlar insan lenfositleriyle yapilan bu
caligmada da kullanilmistir. APL ve KAL liyofilizati, Amasya yoresinde aricilik faaliyeti gosteren bir
firmadan taze olarak temin edilmistir. Her iki apiterapi {iriiniiniin; insan lenfositlerinde genotoksisitesi ve
Mitomisin-C’ye (MMC) kars1 antigenotoksisitesi sitokinez-blok mikroniikleus testi ile degerlendirilmistir.
Ek olarak niikleer boliinme indeksine (NBI) olan etkileri de belirlenmistir. MN yontemi Fenech’in [33]
metodunda bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir [34]. Bunun igin tam kan saglikli bir kadin ve bir
erkek dondrden temin edilmistir. Calisma, Amasya Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulunun 13.06.2023 tarihli 2023/98 nolu izni ile gergeklestirilmistir. Donorlerden alinan kan,
kromozom besiyerine ekilmis ve 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. APL ve KAL liyofilizati distile
suda ¢oziinmiistiir. Kiiltiir baglangicinin 24. saatinde APL ve KAL’1n 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25,00; 50,00
ve 100,00 pg/mL’lik konsantrasyonlari ile lenfositlere muamele edilmistir. Antigenotoksisite ¢aligmasi i¢in
de ayni konsantrasyonlar MMC ile es zamanli olarak kiiltiir ortamina ekilmistir. Ayrica bir negatif (distile
su) bir de pozitif kontrol (MMC 0,20 ug/mL) grubu olusturulmustur. Kiiltiiriin 44. saatinde sitokinezi
durdurmak amaciyla tiim tiiplere sitokalasin-B (5,2 pg/mL) ekilmistir.
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Kiiltiir siiresi sona erdiginde tiim tlipler santrifiij edilerek siipernatantlar1 atilmis ve 0,075 M KCl
uygulanmistir. Ardindan soguk 3:1 metanol: asetik asit ¢ozeltisi ile {i¢ tekrarli olacak sekilde fiksasyon ve
yikama islemleri uygulanmistir. Son fiksatife formaldehit eklenmistir. Hiicreler santrifiyj ile ¢oktiiriildiikten
sonra temiz ve soguk lamlara yayilmistir. En az bir gece oda sicaklifinda kurumasina izin verilen
preparatlar %5°lik Giemsa ile boyanmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile daimi hale alinmistir. Her bir
dondrden 1000 biniikleat hiicrede (her bir konsantrasyon i¢in 2000 biniikleat) MN sayim yapilnustir. Ote
yandan NBI’nin belirlenmesi i¢in her bireyden 500, toplamda her bir konsantrasyon i¢in 1000 hiicre bir,
iki, {ic ve dort cekirdekli olarak sayilmistir. NBI = [1x(1N)+2x(2N)+3x(3N+4N)]/n (n incelenen toplam
hiicre sayis1) formiilii ile hesaplanmistir. Tiim sonuglar z testi ile analiz edilmistir. Ek olarak kontrol
gruplarmma kiyasla degisiklik belirlenen uygulama gruplan icin SPSS 22.0 programi kullanilarak
konsantrasyon-etki iliskisini degerlendirmek amaciyla regresyon analizi uygulanmustir.

3. BULGULAR

APL ile insan lenfositlerine yapilan uygulamanin sonuglar1 Cizelge 1°de verilmistir. Bu uygulamalarda
cogunlukla bir adet MN tasiyan biniikleatlara rastlanmistir. APL, MN frekansinda kontrole gore anlamli
bir degisiklige neden olmamistir. Ancak APL’nin MMC ile es zamanli muamelesi sonucu en diisiik iki
konsantrasyon hari¢ tiim konsantrasyonlarda pozitif kontrole gére 6nemli azalig goriilmiistiir ancak bu
azalisin konsantrasyonla iliskisi yoktur (r= -0,34). Ayrica APL, NBI’de 6nemli bir degisiklige neden
olmamustir (Cizelge 1).

Cizelge 1. APL muamelesinin insan lenfositlerinde MN ve NBI iizerindeki etkisi

Uygulama Sayilan BN hiicreler icinde Niikleer
Test maddesi _ biniikleat mikroniikleus MN + SH Boliinme
Siire | Konsantrasyon hiicre frekanslar (%) indeksi
(saat) (ng/mL) sayist (NBi) + SH
m @ 3
Kontrol 48 0,00 2000 6 - - 0,30+0,12 1,54+0,39
Pozitif kontrol
(MMC) 48 0,20 2000 50 2 1 2,85+0,37 1,30+0,36
APL 48 1,56 2000 5 - - 0,25+0,11 1,46+0,38
3,13 2000 6 1 - 0,40+0,14 1,51+0,39
6,25 2000 13 - - 0,65+0,18 1,39+0,37
12,5 2000 8 - - 0,40+0,14 1,44+0,38
25 2000 9 - - 0,45+0,15 1,42+0,37
50 2000 9 - - 0,45+0,15 1,41+0,37
100 2000 10 - - 0,50+0,16 1,40+0,37
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Cizelge 1 Devam Ediyor. APL muamelesinin insan lenfositlerinde MN ve NBI iizerindeki etkisi

48 1,56 2000 51 1 1 2,80+0,37 1,38+0,31
48 3,13 2000 47 2 1 2,70+0,36 1,40+0,37
48 6,25 2000 34 - - 1,70+0,29* 1,434+0,38
APL+MMC
48 12,5 2000 19 - - 0,95+0,22*** 1,40+0,37
48 25 2000 11 1 - 0,65+0,18 *** 1,41+0,37
48 50 2000 12 - - 0,60+0,17*** 1,41+0,37
48 100 2000 17 - - 0,85+0,21 *** 1,36+0,37

MN: Mikroniikleus, NBI: Niikleer boliinme indeksi, SH: Standart hata, MMC: Mitomisin-C
Pozitif kontrole gore anlamli *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (z-testi).

KAL’in MN frekansina ve NBI degerlerine etkisi Cizelge 2’de ayrintilandirilmistir. Bu deney grubunda da
APL’ye benzer sekilde genellikle birli MN’ler tespit edilmis olup, ikili ve ii¢lii MN’ler de gdzlenmistir.
KAL uygulanan tiim konsantrasyonlarda genotoksik etkiye neden olmamis, yani kontrole gore 6nemli bir
fark goriilmemistir. Fakat antigenotoksisite ¢caligmasinda KAL’1n tiim konsantrasyonlarinin (3,13 pg/mL
hari¢) pozitif kontrole gére anlamli diisiise neden oldugu belirlenmistir. Ek olarak, s6z konusu diisiisiin
konsantrasyonla korelasyonu bulunmamaktadir (r=-0,23). Diger yandan KAL'da hi¢bir konsantrasyonda
NBI degerlerinde degisiklik olusturmamustir (Cizelge 2).

Cizelge 2. KAL muamelesinin insan lenfositlerinde MN ve NBI iizerindeki etkisi

Uygulama Sayilan BN hiicreler icinde Niikleer
Test maddesi biniikleat mikroniikleus MN + SH Boliinme
Siire | Konsantrasyon hiicre frekanslar (%) Indeksi
(saat) (ng/mL) sayisi (NBI) £ SH
®m @ 3
Kontrol 48 0,00 2000 5 - - 0,25+0,11 1,52+0,39
Pozitif kontrol | g 0,20 2000 8 | 1| 1 2,65+0,36 1,44+0,38
(MMC) 1 2 2 2 b
KAL 48 1,56 2000 4 - - 0,20+0,09 1,40+0,37
3,13 2000 4 1 - 0,30+0,12 1,51+0,39
6,25 2000 5 1 - 0,35+0,13 1,41+0,37
12,5 2000 7 - - 0,35+0,13 1,43+0,38
25 2000 6 - - 0,30+0,12 1,43+0,38
50 2000 5 - - 0,25+0,11 1,41+0,37
100 2000 7 - - 0,35+0,13 1,48+0,38
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Cizelge 2 Devam Ediyor. KAL muamelesinin insan lenfositlerinde MN ve NBI iizerindeki etkisi

48 1,56 2000 33 | 1| - 1,75+0,29 1474038
48 313 2000 33 - - 1,65+0,28% 1,40+0,37
48 6,25 2000 27 - - 1,3540,26%* 1,46+0,38
KAL+MMC 48 125 2000 22 - - 1,10£0,23%** | 1,47+0,38
48 25 2000 27 | 1 | - 1,4540,27%* 1424037
48 50 2000 19 - - 0,95+0,22%%% | 1,45+0,38
48 100 2000 26 - - 1,30+0,25%* 1424037

MN: Mikroniikleus, NBI: Niikleer boliinme indeksi, SH: Standart hata, MMC: Mitomisin-C
Pozitif kontrole gore anlamli *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (z-testi).

4. TARTISMA

Son yillarda insanlarin dogal gidalari1 ve gida takviyelerini siklikla tercih etmesi, bu maddelerin etkilerini
arastiran bilimsel calismalara ilginin artmasina neden olmustur [10]. Ote yandan giiniimiizde alternatif
protein tiretmek icin bazi tahil ve tahil kaynaklar1 ham madde olarak kullanilsa da esas olarak kiiltlirlenmis
et ve bocek proteinleri gibi ortaya ¢ikan protein kaynaklari, gelecekteki protein arzini ve talebini karsilamak
icin biiyiik potansiyele sahiptir. Bu da ar1 {iriinlerinin yiiksek protein igerigi ile gelecekte 6nemli bir kaynak
olarak kullanilabilecegini gostermektedir [35]. Apiterapi, nerdeyse her yasta uygulanabilen, ¢esitli
hastaliklarin tedavisi ve 6nlenmesi i¢in ar1 iiriinlerinin kullanimiyla ilgilenen bir alternatif ve tamamlayici
bir yontemdir. Bu nedenle, eski zamanlardan itibaren beslenme ve tibbi tedavi gibi farkli konular i¢in
kullanilan ar1 iirtinleri dogal gidalar ve gida takviyeleri olarak daha ¢ok tiiketilmeye baslanmistir. Apiterapi,
insan sagligin1 korumak ve iyilesmeyi siirdiirmek amaciyla an {iiriinlerinin tek olarak veya bir araya
getirilmesiyle, diinyanin birgok yerinde yaklasik 3000 yildir uygulanan destek tedavi yontemi olup, benzer
yontemler arasinda en az tartisilan yontemdir [36]. Apiterapide son zamanlarda kullanilan en popiiler iki
ar1 liriinii, APL ve KAL’dir. Yapilan arastirmalar sonucunda APL ve KAL’1n yiiksek besin degeri tagimalari
nedeniyle beslenmemizde destek gida olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. APL ve KAL ile iiretilen
sivi, kapsiil ve liyofilize olan gida takviyelerinin insan sagligina yarari konusunda caligmalarin sayisi
giderek artmaktadir [37, 38].

[lkaya’nin 2023 yilindaki calismasinda APL’nin 250 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin HT-29 (insan
kolon kanseri) ve Sy-sySy (insan noroblastoma) hiicre hatlarinda reaktif oksijen tiirleri olusumunda ve lipit
peroksidasyon seviyesinde artis meydana getirdigi tespit edilmistir. Ek olarak ayni hiicre hatlarinda
APL’nin in vitro hiicre canlilig1 ve antisitotoksik etkisi kontrol grubuna gore karsilastirtlmis ve APL’ nin
tiim konsantrasyonlarda (1, 3, 7, 15, 31, 62, 125, 250 ve 500 pg/mL) istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek aktivite gosterdigi ve antikanser etkisi oldugu saptanmustir [39]. Tiirkiye kdkenli bal arist tirtinleri
olan kestane bali, polen, propolis ve ar1 siitiiniin antioksidan 6zellikleri ve siganlarda CCl4 ile indiiklenen
karaciger hasarina karsi hepatoprotektif aktivitelerini belirlemek i¢in yapilan bir ¢aligma igin hayvanlar
CCl, (karbon tetrakloriir) enjeksiyonunu takiben 7 giin boyunca bal aris1 tirlinleri ile beslenmistir. Karaciger
hasar1 ve oksidatif stres gelisimi; alanin transaminaz, aspartat transaminaz, malondialdehit, siiperoksit
dismutaz ve katalaz enzimlerinin aktiviteleri 6l¢iilerek izlenmistir. Ar1 {irlinlerinin antioksidan kapasiteleri
FRAP ve DPPH testleri kullanilarak ve ayrica toplam fenolik ve flavonoid igerikleri Olgiilerek
belirlenmistir. En yiiksek antioksidan aktivitenin propoliste oldugu bunu sirasiyla polen, bal ve art siitiiniin
izledigi rapor edilmistir. Farkli antioksidan kapasite seviyelerine ragmen, CCls ile indiiklenen karaciger
hasarinin 6nlenmesinde bu {irlinlerin etkilerinin ¢ok benzer oldugu gézlenmistir. Sonuclar adi1 gegen bal
arist iiriinlerinin, CCl4 kaynakli karaciger hasariin iyilesmesini 6nemli 6l¢iide artirdigini géstermistir [40].
Hamamec1 ve arkadaglari, APL’nin dozu arttik¢a sepsise bagli dejenere olmus néron sayisinin azaldigini
tespit etmisler, APL’nin beyinde sepsis ile iligkili apopitozu 6nledigi sonucuna varmiglardir [41].
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2010 yi1linda Wistar si¢anlari {izerine yapilan ¢alismada APL’nin oksidatif siiregleri uyaran giiclii bir besin
kaynag1 oldugu goézlemlenmistir [42]. Dong ve arkadaslari, KAL’1n icerigindeki hidrofobik amino asitler
ile yiiksek antioksidan aktivite arasindaki iliskiyi bulmustur [43]. Viicudun stres ile miicadelesini ve biligsel
fonksiyonlar1 destekleyen tirozin saglikli bir sinir sistemi i¢in elzem bir aminoasittir. Yapilan bir calismada
KAL'da APL’den yaklasik 2 kat fazla tirozin oldugu bulunmustur [44]. Zhao ve arkadaglarinin ¢aligmasinda
dondurularak kurutulmus KAL liyofilizesinin yaglanma karsit1 islevi, Caenorhabditis elegans modelinde
arastirilmistir. KAL 1 C. elegans'a uygulanmasinin yasam siiresi parametrelerini iyilestirdigi gosterilmistir
[45]. KAL, farelerde uykusuzlugu iyilestirmede de giiclii bir aktivite sergilemistir. 7 giin boyunca siirekli
KAL (1 mg/g/giin) takviyesinin beyin ve serumdaki 5-HT ve GABA diizeylerini dengeledigi bulunmustur.
Ayrica, uykusuzluk ile iligkili oldugu tespit edilen bazi bakteri suslarimin, KAL tarafindan segici olarak
azaltildig1 tespit edilmis ve bu durumun bagirsak mikrobiyotasini diizenleyerek uyku bozukluklarinin
iyilestirilmesine katkida bulunabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle, KAL’in uykusuzluk tedavisinde
potansiyel uygulamalari olabilecegi ve fonksiyonel bir gida olarak kullanilmasi igin daha ileri ¢aligmalarin
yapilmas1 gerektigi ifade edilmistir [46].

APL ve KAL liyofilizatlarmin insan lenfositlerinde genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin aragtirildigi
bir ¢alismaya ulagilamamistir. Ancak farkli apiterapi iriinlerinin etkilerinin arastirildiglr caligmalar
mevcuttur. 2021 yilinda yapilan bir ¢calismada ar1 siitiiniin (royal jelly) sodyum benzoatin potansiyel toksik
etkilerine karst koruyucu rolii Allium cepa L. test materyalinde fizyolojik, genetik ve biyokimyasal
parametrelerle arastirilmigtir. Genetik degerlendirmeler; kromozomal anormallikler (KA), mikroniikleus
(MN), comet testleri ve mitotik indeks (MI) orani parametreleri ile gerceklestirilmistir. Biyokimyasal
acidan; malondialdehit, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz seviyeleri belirlenerek lipid
peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri tespit edilmistir. A. cepa L. soganlar1 72 saat boyunca
sodyum benzoat (100 mg/L) ve ar1 siitii (25 mg/L ve 50 mg/L dozlar1) ve ayn1 dozlarla sodyum benzoat-ar1
stiti kombinasyonlari ile muamele edilmistir. Sonug olarak, sodyum benzoat uygulamasinin fizyolojik
parametrelerin ve Mi'in inhibisyonuna neden oldugu, MN, KA ve DNA hasarm indiikledigi ve ayrica
oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. Ar1 siitii uygulamasi konsantrasyona bagli olarak tiim bu
parametrelerde terapotik etkiler gostererek sodyum benzoat toksisitesini azaltmustir [47]. Insan
lenfositlerinde kardes kromatit degisimi (KKD) testi kullanilarak Tayland'dan elde edilen propolis, ari
poleni ve ar1 siitinlin farkli 6ziitlerinin genotoksik, doksurubisine karsi antigenotoksik ve antioksidatif
potansiyelleri 0,005; 0,05; 0,5 ve 5 mg/mL konsantrasyonlar1 kullanilarak karsilagtirilmistir. Sonuglar lipid
ekstraktlarinin, yagdan arindirilmig ve ham ekstraktlara kiyasla en az genotoksik etkiye sahip oldugunu
ortaya koymustur. Propolisin lipid 6ziiti nongenotoksik dozda en yiiksek antigenotoksik aktiviteye
sahipken, bunu propolisin yagdan arindirilmis ve ham oziitleri izlemistir. Ar1 poleni ve ari siitiiniin tim
oOziitleri daha diisiik antigenotoksik ozellik gostermistir. Propolisin lipid ekstresi en yiiksek antioksidan
aktiviteye neden olmustur. S6z konusu ¢alisma 6zetle, propolisin lipit 6ziitiiniin genoprotektan olarak en
umut verici aday oldugunu savunmaktadir [9]. Farkli bir ¢alismada an siitiiniin alkilleyici ajan metil
metansiilfonat (MMS) tarafindan indiiklenen genotoksisite ve mutajenite iizerindeki in vivo etkilerini
degerlendirilmistir. Bu amagla, Swiss albino erkek fareler (N = 66) deney icin 11 gruba ayrilmistir.
Deneyler, liyofilize ar siitii (150 mg/kg, 300 mg/kg ve 1000 mg/kg) veya su, MMS ile muamele 6ncesi ve
sonrast siirecler olarak gavaj yoluyla uygulanarak gerceklestirilmistir. Muameleden 24 ve 48 saat sonra
comet testi i¢in kan &rnekleri, mikroniikleus testi i¢in kemik iligi hiicreleri toplanmistir. Sonugta dozdan
bagimsiz olarak, ari siitii genotoksik, mutajenik aktivite sergilememistir ve MMS ile muamele sonrasi
yiiksek dozlarin uygulanmasiyla, antigenotoksik ve antimutajenik etki gorilmiistiir. Bu sonuglar, ar1 siitii
uygulamasinin MMS'nin neden oldugu hasari tersine ¢cevirmede etkili oldugunu gostermektedir [48]. Diger
calismada, Swiss albino farelerde sentetik bir piretroid insektisit olan lambda-sihalotrin tarafindan
indiiklenen toksisiteye karsi ar siitiiniin koruyucu etkisi incelenmistir. Farelere 21 giin boyunca yalnizca
art siitli (100 veya 250 mg/kg viicut agirligi), yalnizca lambda-sihalotrin (668 ppm) veya her ikisi birden
ayni dozlarda verilmistir. Kan, kemik iligi, karaciger ve bobrek dokulari; aspartat aminotransferaz, alanin
aminotransferaz kan f{ire azotu, kreatinin, malondialdehit ve indirgenmis glutatyon diizeyleri ile
mikroniikleus (MN) sikligi, kromozomal anormallikler (KA) ve patolojik hasarlar agisindan analiz
edilmistir. Yalnizca lambda-sihalotrin verilen fareler, kontrollere kiyasla daha yiiksek MN, KA ve anormal
metafaz siklig1 gdstermis ayrica, mitotik indeks kontrollere gore azalmustir.
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A siitli, lambda-sihalotrin tarafindan indiiklenen hepatotoksisite, nefrotoksisite, lipid peroksidasyon ve
genotoksisiteyi onemli 6l¢iide iyilestirmistir. Test edilen her iki ar1 siitlii dozu da lambda-sihalotrin kaynakli
toksisiteye karst onemli koruma saglamis ve en giiclii etkisi 250 mg/kg viicut agirligr doz seviyesinde
gozlenmistir. Arasgtirmacilar bu sonuglarin, ari siitiiniin lambda-sihalotrin kaynakli toksisiteye kars1 giiclii
bir antioksidan oldugunu ve koruyucu etkisinin doza bagli oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte
lambda-sihalotrinin oksidatif stresi indiikledigini ve ar1 siitii uygulamasinin serbest radikallerin etkilerini
azaltarak lambda-sihalotrinin toksisitesine karsi koruma sagladigini savunmuslardir [49]. APL’nin
endotoksin kaynakli akciger hasari iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla erkek Sprague Dawley ratlar
sekiz gruba ayrilmistir. Bunlar; kontrol, 10 giin boyunca gavaj yoluyla 0,2; 0,4 ve 0,8 g’kg APL uygulanan
gruplar, intraperitoneal olarak 30 mg/kg lipopolisakkarit (LPS) uygulanan (tek doz), LPS+0,2; LPS+0,4 ve
LPS+0,8 g/kg APL uygulanan gruplardir. LPS ve APL’nin beraber uygulandigi gruplarda gozlenen
TUNEL pozitif hiicre sayis1 yalnizca LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gostermistir.
Comet testinde, LPS ile beraber APL uygulanan gruplar LPS grubu ile karsilastirildiginda, 0,8 g/kg APL
grubunun kuyruk yogunlugu ve uzunlugunda daha fazla azalma oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak,
siganlara uygulanan APL’nin, LPS ile indiiklenen akciger hasarin1 6nleyebilecegi belirtilmistir [50].

Farkli ar1 iiriinleri ile yapilan ¢aligsmalar bu {irlinlerin deneysel olarak uygulanan mutajenlere karst koruyucu
ya da iyilestirici roliiniin serbest radikallerin etkilerini azaltarak gerceklestirdigini belirtmektedir. Art
iiriinlerinin, hiicreleri oksidatif strese karst korudugu gosterilmis ve bu biyoaktivite temel olarak yiiksek
konsantrasyonlardaki yag asitleri, proteinler ve fenolik bilesiklere baglanmigtir [37, 38, 40, 49]. Buradan
hareketle bu c¢alismada MMC’ye karsi gozlenen antigenotoksik etkinin olast mekanizmasi da APL ve
KAL’1n serbest radikallerin etkisini azaltmis olmasi olabilir.

Bu ¢alisgma APL ve KAL liyofilizatlarinin insan lenfositlerinde in vitro kosullarda mikroniikleus olusumuna
neden olmadigini ve genotoksik etki sergilemedigini gosteren ilk ¢calisma olmasi nedeniyle 6nemlidir. Daha
da 6nemlisi her iki apiterapi iirlinii de MMC’ye kars1 antigenotoksik etki gostermistir. Literatiirde diger art
iriinleri ile yapilan bilimsel ¢aligmalar ile bu ¢alismanin sonuglari birbirini destekler niteliktedir. Bu
anlamda APL ve KAL’m insan saghg acisindan gida takviyeleri olarak kullanilmasiin saglig
desteklemek icin dnemli bir potansiyele sahip oldugu sonucuna varilabilir. Ancak bulgularin diger
genotoksisite testleri kullanilarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

TESEKKUR

Yazarlar, bu ¢aligmanin arastirmasi veya yayinlanmasi ile ilgili herhangi bir finansal destek almamugtir.
CIKAR CATISMASI/CAKISMASI BiLDiRiMi

Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atigmasi/¢akismasi bulunmamaktadir.

YAZAR KATKI ORANLARI

Ece Avuloglu Yilmaz: Deney sonuglarinin dogrulugunu kontrolu, Icerik analizi, Arastirma, Materyal
temini, Makalenin yazimi-Orijinal taslak, Makalenin yazimi- inceleme ve Diizenleme. Aybiike Afra
Babacan: igerik analizi, Arastirma, Materyal temini, Makalenin yazimi-Orijinal taslak.
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