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0z
Amac: Bu calismada, sicanlarda kronik dngdriilemeyen depresyon modelinde propolisin antidepresan etkisi arastirildi.
Gerec ve Yontem: Calismada Wistar-Albino erkek ratlar kullanildi ve propolis, stres, stres + propolis, ve kontrol olmak lizere 4 gruba ayrildi. Her
gruba sekiz hayvan atandi. Deney protokoli stres gruplarina 60 giin streyle uygulandi ve hayvanlar farkli stresérlere maruz birakildi. Propolis
ekstresi (100 mg/kg) propolis ve stres+propolis gruplarina deney protokolii boyunca oral yoldan verildi. Depresyon modellemesi sonucunda
davranissal degerlendirme icin Zorunlu Yiizme Testi, Stikroz Tercih Testi ve Yiikseltilmis Arti Labirent Testi uygulandi. Sivi kromatografi-tandem kiitle

spektrometresi yontemi ile idrarda serotonin 5-hidroksi triptamin (5-HT) ve metaboliti 5-hidroksi indol asetik asidin (5-HIAA) miktarsal analizi icin
24 saatlik idrar 6rnekleri toplandi. Deney islemi sonucunda hayvanlar sakrifiye edildi.
Bulgular: Gruplar arasinda davranis testleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu gériildi (p<0,05). Sicanlara stres altinda propolis

verilmesinin sicanlarda seker tiiketimini degistirdigi gosterildi (p<0,05). Zorunlu Yiizme Testi icin, stres grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark vardi. 5-HT ve 5-HIAA duzeyleri icin gruplar arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05).

Sonugc: Bulgular, propolis 6ziitiiniin antidepresan benzeri etkileri sayesinde depresyonu nlemeye yardime olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Serotonin, depresyon, propolis, kronik 6ngériilemeyen stres modeli

ABSTRACT
Aim: In this study, the antidepressant effect of propolis was investigated in a model of chronic unpredictable depression in rats.

Materials and Methods: Wistar-Albino male rats were used in the study and were divided into four groups as propolis, stress, stress + propolis, and
control groups. Eight animals were assigned to each group. The experimental protocol was applied to the stress groups for 60 days, and the animals
were exposed to different stressors. Propolis extract (100 mg/kg) was administered orally to propolis and stress + propolis groups throughout the
experimental protocol. As a result of depression modeling, the Forced Swimming Test, Sucrose Preference Test, and Elevated Plus Maze Test were
applied for behavioral evaluation. Twenty-four hour urine samples were collected for quantitative analysis of serotonin 5-hydroxytryptamine (5-HT)
and its metabolite 5-hydroxy indole acetic acid (5-HIAA) in urine by liquid chromatography-tandem mass spectrometry method. The animals were
sacrificed as a result of the experiment process.

Results: It was seen that there was a statistical difference for behavioral tests between the groups (p<0.05). The administration of propolis to rats
under stress has been shown to alter sugar consumption in rats (p<0.05). For Forced Swimming Test, there was a statistical difference between the
stress group and the other groups. For 5-HT and 5-HIAA levels, there was no significant difference between the groups (p>0.05).

Conclusion: The findings have shown that propolis extract may help to prevent depression, thanks to its antidepressant-like effects.
Keywords: Serotonin, depression, propolis, chronic unpredictable stress model
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GIRIS
Depresyon, toplumda en vyaygin goriilen duygu durum
bozukluklarindan biridir. Ayni zamanda, eslik eden diger tibbi
bozukluklardan kaynaklanan yiksek oliim tehdidiyle iliskili
yaygin bir saghk sorunudur. Depresyon uyaniklik ya da asir
uyku hali, yorgunluk ya da enerji kaybi, kontrol duygusunun
kaybi ve blytik bir iskencenin 6zel olarak deneyimlenmesi ile
karakterize edilir. Kisinin distinme ve performans siireglerini
etkileyerek sosyal rollinii ve tretkenligini blylik 6lclide azaltir'.

Depresyonun temel fizyolojisi ve patofizyolojisi incelendiginde
beyindeki bazi ndrotransmitterlerin bu slrecte dogrudan
etkin oldugu gorulmiistiir. Depresif duygu durumlarinda
serotonin  5-hidroksi  triptamin  (5-HT), dopamin ve
noradrenalin norotransmitterlerinin kritik seviyelere diistugu
ve bu kimyasallarin ¢alisma mekanizmalarinin sekteye ugradigi
bilinmektedir. Bu bakis acisiyla gelistirilen antidepresan ilag
tedavileri, beyindeki bu ndrotransmitterlerin seviyelerini
saglikli duygudurum seviyelerine ¢cikarmak ve cesitli inhibisyon
ve aktivasyon siireclerini kontrol etmekle gdrevlidir?.

Son vyillarda mevcut ila¢ tedavilerinin yani sira alternatif
tip uygulamalarinin da tedavi secenegi olarak kullanildigi
gorilmektedir. Bu durumun nedenlerinin alternatif tip
uygulamalari ile kimyasal hasarin azaltilmasi, tedavi icin
gerekli ilaca ulasmada yasanan sorunlar ve depresyon
gibi komorbiditesi yliksek hastaliklarda alternatif tip
uygulamalarinin kullanilarak daha az ilacla tedavi siirecinin
saglanmasi oldugu distinilmektedir®.

Art driinleri arasinda lizerinde en c¢ok calisilan madde olan
propolis, viicuda bircok yénden fayda saglayan bir {irlin olarak
biliniyor. Propolisin bir tedavi araci olarak kullanim alanlarina
bakildiginda kanser, ndrolojik rahatsizhiklar, dis hekimligi,
kardiyovaskiler, sindirim ve dermatolojik hastaliklarda bir
tedavi secenegi olarak kullanildigr gorilmistar. Propolis
bilesenlerinin  (kafeik asit fenetil ester, flavonoidler),
indiiklenmis iskemi modelinde ve Alzheimer hastaligi da dahil
olmak tlizere nodrodejeneratif bozukluklarda oksidatif hasara
karsi noroprotektif etkiler gosterdigi bilinmektedir®. Merkezi
sinir sistemi (MSS) tizerindeki etkisi ile ilgili olarak, cesitli
calismalar propolisin hem in vitro hem de in vivo modellerde
noroprotektif etkilere sahip oldugunu 6ne stirmistir. Bununla
birlikte, propolisin MSS lizerindeki depresan ve anksiyolitik
etkileri gibi etkileri yeterince rapor edilmemistir®. Bu nedenle,
propolisin davranis ve ruh halini degistirme ve norotransmitter
seviyeleri Uzerindeki etkisinin arastirilmasi, depresyon ile
iliskisini tanimlamak i¢in 6nemli gorilmektedir. Apiterapi ve
fitoterapi gibi alternatif tip uygulama alanlarinin kanitlanmis
aktiviteler sunmasinin ¢ok 6nemli bir gereklilik oldugu
bilindiginden, bu tir calismalarin hem yeni sonuclar elde
edilmesi hem de mevcut arastirmalar destekleyen sonuclar
sunulmasi bilimsel acidan cok degerlidir®.
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Bu bilgiler g6z 6niinde bulundurularak, bu ¢calismada sicanlarda
kronik 6ngdriilemeyen depresyon modeli kullanilarak propolisin
antidepresan etkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Deneysel
prosedirde sunulan stres faktorlerine maruz kalan hayvanlarin
davranislari, mevcut ruh halleriyle orantili olarak, belirlenen
davranis testleriyle incelenmis ve hayvanlardan toplanan idrar
orneklerinde 5-HT ve metaboliti 5-hidroksi indol asetik asit (5-
HIAA) seviyeleri karsilastiriimistir.

GEREG VE YONTEM

Kimyasallar

Deneysel siirecte kullanilan 9%12'lik sukroz ¢ozeltisi Bilgi Kimyevi
Laboratuvar Uriinleri imalat Danismanlik Analiz Hizmetleri
Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi'nden (istanbul, Tiirkiye) temin
edilmistir. idrarda 5-HT ve metaboliti 5-HIAA'y1 belirlemek icin
CE-IVD sertifikali ve valide edilmis Jasem HVA-VMA-5HIAA in
Urine LC-MS/MS Analiz Kiti kullaniimistir (Sem Laboratuvar
Cihazlar Pazarlama San. ve Tic. ASS., istanbul, Tuirkiye). Gliserin
(E422) ve propolis ekstrakti (96 mg) Aksu Vital Dogal Uriinler
Anonim Sirketi'nden (istanbul, Tiirkiye) temin edilerek deneysel
stirecte kullanilmak tizere 50 ml'lik cam siselerde (%192; m/v)
propolis ekstrakti hazirlanmistir. Diger kimyasallar Sigma-
Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri den temin edilmistir.

Hayvanlar

Bu calismada 12-16 haftalik ve 300-400 g agirliginda Wistar
albino sicanlar kullanilmistir. Sigcanlar sicaklik ve isik kontrollii
bir odada barindirildi (12 saat karanhk-aydinlik déngsd,
22+2 °C ve nem orani %60+5). Tiim hayvanlar su ve pelet
mamaya serbestce erisebilmis ve deneyler ulusal yasa ve
kilavuzlara gore gerceklestirilmistir. Laboratuvar Hayvanlari
Bakim ve Kullanim Kilavuzu dikkate alinmistir. Bu ¢alismada
kullanilan protokol Uskiidar Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu (OU-HADYEK) istanbul, tarafindan onaylanmistir (karar
no: 2020-17, tarih: 22.01.2021).

Deneysel Tasarim

Bu calismada, 32 sican her grupta sekiz adet olmak Ulizere dort
gruba ayrilmistir. Kontrol grubu i¢in, grup hayvanlarina 60 giin
boyunca gavaj yoluyla 0,4 mL salin (%0,9 NaCl) uygulanmistir.
Propolis grubunda, 0,4 mL/giin (~ 100 mg/kg) propolis ekstrakt
(%192; m/v) grup hayvanlarina 60 giin boyunca giinliik olarak
gavaj yoluyla uygulanmistir. Verilen propolis dozu (100 mg/
kg) benzer bir calisma’ dikkate alinarak belirlenmistir. Stres
grubundaki hayvanlar 60 giin boyunca cesitli stres faktorlerine
maruz birakilmistir. Ayni zamanda, gruptaki hayvanlara 0,4 mL
fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl) gavaj yoluyla uygulanmistir.
Stres + propolis grubunda, 0,4 mL/giin (~ 100 mg/kg) propolis
ekstrakti (%192; m/v) 60 giin boyunca giinliik olarak hayvanlara
gavaj yoluyla uygulanmistir. Ayni zamanda, grup hayvanlari 60
guin boyunca cesitli stres faktorlerine maruz birakilmistir.
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Depresyon Modeli ve Davranissal Testler

Kronik Ongoriilemeyen Stres Modeli

Calismada depresyon modeli olarak Lopez-Lopez ve ark.?
tarafindan tanimlanan kronik dngdriilemeyen stres prosediiri
uygulanmistir. Yem kisitlamasi (12 saat), su kisitlamasi (12
saat), surekli 1sik (24 saat), kalabalik kafes (24 saat), stres
faktori uygulanmamasi (24 saat), soguk suda ylzdirme (15
dakika), hareketsiz birakma (1,5-2 saat), yalitim (24-48 saat),
islak talas (12 saat), kafesin 45° egilmesi (5 saat), yabanci cisim
(5 saat) ve hayvanlarin kafesler arasinda degistirilmesi (12-24
saat) seklinde uygulanmistir.

Yukarida belirtilen stres prosediirii stres ve stres + propolis grubu
deney hayvanlarina 60 giin boyunca her glin uygulanmistir. Her
bir stres prosediirii 8-10 kez uygulanmistir. Deney hayvanlarinin
uygulanan stres prosediiriini tahmin etmelerini 6nlemek
icin ayni prosediir arka arkaya uygulanmamaya cahlisiimistir.
Ayrica stres prosediri glintin farkli saatlerinde uygulanmistir.
Sicanlarin viicut agirliklari stres modeline baslamadan dnce ve
60 giin maruz kaldiktan sonra belirlenmistir.

Zorunlu Yiizme Testi

40 cm vyiksekliginde ve 20 cm capinda silindirik cam kap 30
cm'ye kadar su ile doldurulmustur. Suyun sicakhgi 24-26 °C'de
tutulmustur. Tim gruplardaki hayvanlarin deney ortamina uyum
saglamalarive 6grenmeleriicinilk glin 15 dakika ylizmelerine izin
verilmis, ardindan kurulanip tekrar kafeslerine yerlestirilmislerdir.
24 saat sonra deneklerin bes dakika ylizmelerine izin verilmistir®.
Toplam stire boyunca hayvanlarin hareketsizlik (sadece basin
suyun Uzerinde oldugu ancak hareketsiz oldugu ylizme
periyotlar), ylizme ve tirmanma hareketlerini puanlamak icin
video kaydi yapilmistir. Kayitlar, tarafsiz bir gézlemci tarafindan
5 saniyelik araliklarla puanlanarak (ylizme, tirmanma ve
hareketsizlik) hesaplanmistir’®. Kaptaki su her hayvandan sonra
degistirildi. Fenerden alinan hayvanlar kurutulmus ve sicak
bir kafese getirilmistir. Sicanlarin uzun sireli hareketsizligi,
depresyonun oOnemli belirteclerinden biri olan caresizlik
davranisi ile iliskilidir, ancak depresyon benzeri bir davranistir.
Yapilan ¢aligmalar, uygulanan antidepresan tedaviler sonucunda
hareketsizlik siiresinin kisaldigini gostermistir™.

Siikroz Tercih Testi

Stikroz Tercih Testi (STT) deney hayvanlarinda hazza karsi
isteksizligi  (Anhedoni) olcer. Major depresyonun ana
semptomlarindan biri olan Anhedoni, deney hayvanlarinda
zevkten kacinmayi Anhedoni dlcmek icin kullanilan STT ile
oOlcllur. Baslangicta, kafesin sag ve sol taraflarina iki farkli su
sisesi yerlestirilmistir. Deney hayvanlarinin 24 saat boyunca her
iki siseden de su icmelerine izin verilmis ve su siseleri her 12
saatte bir degistirilmistir. iki egitim giiniinden sonra, siselerden

birine rastgele %2 siikroz iceren 200 mL su konulmustur.
siseler sicanlara verilmeden dnce ve verildikten 24 saat sonra
tartilmistir. Yizde siikroz tuketimi asagidaki Denklem 11213
formiiliine gore hesaplanmistir.

Stikroz Tiiketim Yiizdesi= Siikroz tlketimi x100/ Toplam
tiketim Denklem 1

Toplam tiiketim: su ve siikroz tuketimi toplam tliketim olarak
degerlendirilmistir'',

Yiikseltilmis Arti Labirent Testi

u.on

Yiikseltilmis arti labirent testi icin kullanilan aparat "+
seklinde, karsilikl iki agik kola (25x5x0,5 c¢m) ve bir merkeze
dik ve platformlu (5x5x0,5 c¢m) iki kapah kola (25x5x16 cm)
sahiptir. Acik kollar disme sayisini azaltmak icin cok kiictik
(0,5 cm) bir duvara sahipken, kapali kollar kolu ¢evrelemek icin
yiiksek (16 c¢m) bir duvara sahiptir. Tiim aparat yerden 50 cm
ylksekliktedir. Cihaz plastik malzemeden yapilmistir. Platform
siyah ve duvarlar opaktir. Tim test sicanlari, davranissal test
odasinin kosullarina alismalari icin ilk deneye baslamadan
30 dakika once davranissal test odasina aktarilmistir. Bir
uygulama hayvani kullanilarak yapilan bir test denemesinin
iki amaci vardir. ilk adim, kayit defterindeki her seyin yolunda
oldugundan emin olmaktir. Bir diger 6nemli husus ise test
kosullarini miimkiin oldugunca monoton tutmaktir*'s. Bir
sican, basi kapali bir kola dogru yonlendirilmis sekilde labirentin
orta alanina yerlestirilmistir. Yikseltilmis arti labirent testi,
uzak bir cihaz tarafindan kontrol edilen bir bilgisayara bagli
bir video kamera kullanilarak kaydedilmistir. Her bir kola giris
sayisi (bir giris, farenin agirlhk merkezinin kola girmesi olarak
tamimlanir) ve acik kollarda gecirilen siire kaydedilmistir ve
bu odlcimler anksiyete benzeri davranisin gostergeleri olarak
hizmet etmektedir. Sicanlarin labirentte 5 dakika boyunca
serbestce hareket etmelerine izin verilmistir. Her denemeden
sonra, koku alma ipuclarina dayali ényargidan kaginmak icin
tlim kollar ve cekirdek alanlari, diger temizlik soliisyonlarina
kiyasla nispeten zayif bir kokuya sahip etkili bir koku giderici
madde olan %70 alkol ile temizlenmistir'.

LC-MS/MS Yontemi ile Idrarda 5-HT ve Metaboliti
9-HIAA’'min  Kantitatif Analizi icin Numune Hazirlama
Prosediirii

LC-MS/MS yontemiyle idrardaki 5-HT ve metaboliti 5-HIAA
molekiillerini analiz etmek icin her gruptaki sicanlarin 24
saatlik idrar rnekleri toplanmistir. idrar &rnekleri kreatin
duzeylerini belirlemek icin kolorimetrik yontem kullanilarak
analiz edilmistir. Deney gruplarindaki t¢ sicanin idrar 6rnekleri
yetersiz oldugu icin bu sicanlarda kreatin ve kantifikasyon
analizleri yapilamamistir. idrar 6rneklerinde 5-HT ve 5-HIAA
miktar tayini Sem Laboratuvarlari tarafindan CE-IVD sertifikali
valide edilmis Jasem HVA-VMA-5HIAA in Urine LC-MS/MS
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Analysis Kit (Sem Laboratuvar Cihazlar Pazarlama San. ve Tic.
A.S., Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak gerceklestirilmistir.

idrar Orneklerinde Kolorimetrik -Jaffe Yontemi ile Kreatin
Analizi igin Ornek Hazirlama Prosediirii

idrar Grnekleri, idrar 6rneklerindeki bireyler arasi farkliliklari
azaltmak icin kreatinin seviyesi ile normalize edilmistir'.
idrardaki 5-HT ve metaboliti 5-HIAA miktarini degerlendirmek
icin idrarin kreatin seviyeleri belirlenmis ve kreatin miktarlari
hesaplamaya dahil edilmistir. Denklem 2 ve Denklem 3'teki
formiil kullanilarak idrarda normalize edilmis 5-HT ve 5-HIAA
degerleri hesaplanmistir.

Normalize 5HT (mg/g krema)=5-HT (ppm)/(Kreatin (mg/dL)/100)
Denklem 2

Normallestirilmis 5-HIAA (mg/g krema)=5-HIAA (ppm)/
(Kreatin(mg/dL)/100) Denklem 3

idrar 6rnekleri 3500 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Cobas
Integra 400 Plus biyokimya otoanalizor cihazina verilen idrar
ornekleri cihaz icerisinde 1/25 oraninda distile su ile otomatik
olarak seyreltilir. Daha sonra 512/583 nm dalga boyunda okuma
yapilarak sonuglar elde edilir. Okuma sonrasinda otomatik
carpma islemi ile sonuca ulasilir.

istatistiksel Analiz

Veri analizi Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) yazilimi kullanilarak yapilmistir. Verilerin dagilimina
bakildiginda normal dagilim gosterdigi goriilmistiir (p>0.05).
Bu noktadan hareketle, gruplar arasindaki varyasyon miktarini
incelemek icin t-testi ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi
kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik veren ANOVA testlerinde
gruplar arasi karsilastirma icin popililasyon varyanslarinin
homojenligi dikkate alinarak post-hoc testleri olan Tukey
ve Tamhane testleri kullanilmistir. Tim veriler %95 gliven
araliginda test edilmistir.

BULGULAR
Viicut Agirhdr

Hayvanlarin viicutlari egitimin planlandigi giinlerin d6ncesinde
olacak sekilde planlanmistir. Gruplar kendi aralarinda

karsilastinlmis ve analiz Tablo 1'deki t-testi kullanilarak
yapilmistir. Kontrol, propolis ve stres + propolis gruplarinda
baslangic ve son agirliklar arasinda anlamli bir fark vardi
(p<0.05) (Sekil 1).

Davramigsal Deneylerin Degerlendirilmesi

Zorunlu Yizme Testi ile hayvanlarin hareketsizlik sireleri
karsilastinimig, gruplardaki degerler incelendiginde stres grubu
ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur
(Sekil 2).

Stres prosedurlerine 60 giin boyunca maruz kalan hayvanlarin
depresif ruh hali 6zelliklerinden biri olan anhedoni davranisini
6lcmek icin slikroz tercih testi uygulanmis ve sonuclar ANOVA
ile karsilastinlmistir. Siikroz tiiketimi stres grubunda tiim
gruplara gore daha dusiiktii (p<0.05) (Sekil 3).

Hayvanlarin anksiyetelerinin davranislari tizerindeki etkilerini
incelemek icin yapilan ylkseltilmis arti labirent testinde, kapali
kolda kalma siireleri gruplar arasinda karsilastiriimis ve stres
grubu ile propolis ve propolis + stres gruplari arasinda anlamli
bir fark bulunmustur (Sekil 4).

Yikseltilmis arti labirent testindeki acik kol siireleri gruplar
arasinda karsilastiriimis ve propolis ile stres gruplari arasinda
ve stres + propolis grubu ile stres grubu arasinda anlaml bir
fark bulunmustur (Sekil 5).

idrarda 5-HT ve Metaboliti 5-HIAA nin Kantitatif Analizi

idrarda analiz edilen 5-HT ve metaboliti 5-HIAA'nin
kromatogramlari Sekil 6'da verilmistir. LC-MS/MS y&éntemiyle
oOlcllen ve cihaz analiz sonuclari ile idrar kreatinin seviyelerine
gore hesaplanan idrardaki 5-HT ve metaboliti 5-HIAA
molekillerinin miktarsal sonuclari Tablo 2'de verilmistir. Her
bir deney grubunda, birden sekize kadar numaralandirilan
sicanlardan lcuntin kreatinin ve miktar belirleme analizleri,
calisma sirasinda toplanan idrar orneklerinin yetersiz olmasi
nedeniyle yapilamamistir. Kontrol 7, propolis 2 ve propolis 5
olarak etiketlenen sicanlarin kantitatif tayini icin analizler
yapilmamis ve bu nedenle hesaplamalara dahil edilmemistir.
Analiz edilen sicanlarin kantitatif tayin degerleri Tablo 2'de
sunulmustur. $ekil 7, 5-HT ve 5-HIAA diizeylerinin hesaplanan
sonuclarini gdstermektedir. Tablo 2 ve Sekil 7, gruplar arasinda
anlamli bir fark olmadigini géstermektedir (p>0,05).

Tablo 1. Hayvanlarin ilk ve son giinlerdeki agirliklar

Deneysel gruplar 0. Giin olciimleri (g) 60. giin olciimleri p degeri
(ortalama + standart hata) (ortalama + standart hata) (t-testi)
Propolis 354+8,88 402+10,17 <0,05
Stres 384,37+13,85 390,37+13,87 >0,05
Stres+propolis 349,37+10,78 391,31+8,96 <0,05
Kontrol 361,14+20,63 422,28+10,17 <0,05
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Sekil 1. Hayvanlarin ilk ve son giin agirlik degerleri. *p<0,05
kontrol, propolis ve stres+propolis gruplarinda ilk ve son
agirliklar arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermektedir
(t-testi)

5000
4000
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Hareketsizlik Siiresi

2000

1000

000

propolis stres + propolis  stres kontrol

Sekil 2. Zorunlu ylizme testindeki hareketsizlik stireleri.
*p<0,05 stres grubunun diger gruplarla karsilastiriimasinda
anlamli bir fark oldugunu gostermektedir (ANOVA). Gruplar
arasindaki farklilasma durumu Post-Hoc testlerinden
Tamhane ile analiz edilmistir

TARTISMA

Propolisin basta depresyon olmak {izere duygu durum
bozukluklari lzerinde olumlu bir etkisinin olup olmadigi
son yillarda arastirmacilarin tizerinde durdugu konulardan
biridir.  Apigenin
potansiyel
duslniilmektedir'”-%. Yapilan calismalar apigenin'in dopamin
ve norepinefrin lzerinde antidepresan benzeri bir etkiye sahip
oldugunu ve farelerle yapilan bir calismaya gore depresif
ruh haline bagl olarak azalan sukroz tiketimi ve ylizdirme
testlerinde artan hareketsizlik siireleri tizerinde tersine cevirici
bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Alternatif ve kolay
uygulanabilir bir tedavi secenegi olmasi acisindan destekleyici

iceren  bir Urlin  olarak propolisin

antidepresan etkisinin bundan kaynaklandigi

sonuclar elde etmeyi amaclayan bu calismada, sicanlarda kronik

10000
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60.00

% Siikroz tercihi

40.00

o
1

— 2000

propolis kontrol stres + propolis  stres

Sekil 3. iki deney grubunun siikroz tiiketimi. **p<0,05 stres
grubunun diger gruplara gore 6nemli dl¢clide daha az siikroz
tukettigini gostermektedir (ANOVA). Tukey testi post-hoc
testi olarak kullaniimistir

300.00

200.00

100.00

\ Kapali kolda gegirilen siire (s) I

-100.00

propolis stres + propolis kontrol stres

Sekil 4. Yiikseltilmis arti 4 labirent testinde kapali kolda
gecirilen siire. *p<0,05 stres grubunun siresinin propolis
ve stres+propolis gruplarindan anlamli derecede yiiksek
oldugunu gostermektedir (ANOVA). Tamhane testi Post-Hoc
test olarak kullanilmistir

ongoriilemeyen hafif stres kaynakli depresyon modelinde
etkisi
analizlerle arastirilmistir. Biyokimyasal parametrelerin yani sira
propolisin davranissal testler lizerindeki etkinligi de incelenmis
ve genel olarak propolisin davranissal testlerde farklilasma
yarattigi gorilmistir. Yine de, biyokimyasal parametrelerde
gozlemlenebilir farkliliklara ragmen istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir.

propolisin  5-HT seviyesi uzerindeki biyokimyasal

Onceki hafif stres
prosediirlerine maruz birakilan sicanlarin viicut agirliginda

calismalarda, kronik, 06ngoriilemeyen
azalma oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde, bu calismada
da Tablo 1'de gorildugu gibi hayvanlarin agirliginda stres
kaynakli bir azalma olmustur. Elde edilen bulgular Sekil 1'de
gosterildigi gibi istatistiksel olarak anlamlidir. Bununla birlikte,
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calisma odagimiz olan propolis, hem viicut agirliklarindaki
azalma hem de anhedoni nedeniyle zorunlu ylizme testi ile
yiikseltilmis arti labirent testinde gdzlemlenen davranislarin
iyilesmesi ve normal degerlere donmesi lizerinde dikkat
cekici derecede olumlu ve anlamh bir etkiye sahipti. Bu,
propolisin stres yonetimindeki potansiyelinin umut verici bir
gostergesidir. Kronik 6ngdrilemeyen stres prosediiriine maruz
kalan hayvanlarda propolis kullanimi zerine yapilan bir
baska calismada, stres grubu hayvanlarin agirliginda énemli
bir azalma oldugu bildirilmistir. Propolis uygulandiktan sonra
gruplarin agirliklarinda bir artis oldugu kaydedilmistir® ve bu
da propolisin olumlu etkilerini daha da gliclendirmektedir.

400.00

300.00 —=

|
|

kontrol

Agik kolda gegirilen siire

100.00

stres + propolis propolis stres

Sekil 5. Yiikseltilmis arti labirent testinde agik kol siireleri,
*p<0,05 propolis grubu acik kolda stres grubuna gore daha
uzun slre gecirmistir, *p<0,05 stres+propolis grubu acik
kolda stres grubuna gore daha uzun siire gegirmistir

(a)

[l 5-HT: +ESI MRM Frag=80.0V
B CID@4.0 (177.0000->160.0000)
M Level 2

Zorunlu ylzme testinde hareketsiz kalma siiresindeki artis
depresif ruh halinin bir gostergesidir. Zangen ve ark.”
genetik olarak secilmis Flinders Duyarl Sus (FSS) sicanlarinda
antidepresan tedavisinin 5-HT ve 5-HIAA seviyelerindeki degisim
tizerindeki etkisini incelemistir. FSS sicanlarinin segiminde,
kronik hafif strese yanit olarak azalmis hareket, artmisanhedoni,
artmis hizli goz hareketi (REM) uykusu miktari, azalmis REM
uykusu baslangici ve bilissel zorluklar gibi depresyonun
karakteristik ~ davranmissal  ozelliklerini  sergilemislerdir?'.
Calismada, hayvanlar antidepresan tedavisinden dnce ve sonra
zorunlu ylzme testlerine tabi tutulmustur. Depresyondaki
hayvanlarin kontrol grubuna kiyasla daha uzun siire hareketsiz
kaldigi ve tedavi sonrasinda bu siirenin kisaldigi gdzlenmistir.
Calismamizdaki immobilizasyon siireleri degerlendirildiginde,
stres grubunun diger gruplara kiyasla belirgin sekilde daha
uzun siire suda hareketsiz kaldigi sonucuna varilmistir. Sekil
2'de gosterildigi gibi, elde edilen sonuclar istatistiksel olarak
anlamhidir (p<0,05). Stres grubundaki hayvanlarin kontrol
grubuna gore daha uzun sire hareketsiz kaldigr ve propolis
uygulamasindan sonra bu strenin kisaldigi gézlenmistir (Sekil
2). Calisma sonuclarimiz literatiirdeki sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Zorunlu ylzme testi modeli ile propolisin
potansiyel antidepresan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Ayrica, Sekil 3'te gorildigu gibi, anhedonik davranis
ozelliklerinden biri olan disuk stikroz tiiketimi, 6zellikle stres
grubunda literatiirle uyumludur®?. Propolis gruplarindaki
seker tliketimi kontrol grubundakine benzerdir. Stres altindaki
sicanlara propolis verilmesinin sicanlarda seker tiketimini
degistirdigi gosterilmistir (Sekil 3).

(b)

B8 5-HIAA: +ESI MRM Frag=70.0V
Bl ciD@4.0 (192.1->146.0)
M Level 2

Sekil 6. idrarda serotonin 5-HT ve metaboliti, 5-HIAA kromatogramlari. (a) 5-HT (m/z: 177.0>160.0), (b) 5-HIAA (m/z: 192.1>146.0)

5-HT: 5-hidroksi triptamin, 5-HIAA: 5-hidroksi indol asetik asit
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Tablo 2. 5-HT, 5-HIAA ve kreatin analizlerinin sonuclari

Brnek 5-HT 5-HIAA 5-HIAA/5-HT Kreatinin Normalize Normalize Normalize
(ppm) (ppm) (mg/dL) 5-HT(mg/g crea) | 5-HIAA (mg/g crea) | (5-HIAA/5-HT)
Stres 1 0,386 4,656 0,01 93,25 0,414 4,993 12,06
Stres 2 2,065 13,708 0,00 250,47 0,825 5473 6,63
Stres 3 0,373 9,065 0,02 195,88 0,191 4,628 24,23
Stres 4 0,223 1,754 0,00 7 0,311 2,447 7,87
Stres 5 ND 14,364 NC ND NC NC NC
Stres 6 0,676 2,531 0,00 60 1,127 4,219 3.74
Stres 7 0,879 8,992 0,01 156,25 0,563 5,755 10,22
Stres 8 0,932 15,079 0,01 197,55 0,472 7,633 16,17
Stres+propolis 1 0,465 7,890 0,01 129,14 0,360 6,110 16,97
Stres+propolis 2 ND 9,788 NC ND NC NC NC
Stres+propolis 3 0,287 10,264 0,03 128,41 0,224 7,993 35,68
Stres+propolis 4 0,531 9,241 0,01 138,74 0,383 6,661 17,39
Stres+propolis 5 0,586 7,617 0,01 134,98 0,434 5,643 13,00
Stres+propolis 6 0,535 6,772 0,01 108,52 0,493 6,240 12,66
Stres+propolis 7 0,662 9,577 0,01 ND NC NC NC
Stres+propolis 8 0,722 7,004 0,00 123,08 0,587 5,691 9,69
Kontrol 1 0,385 4,385 0,01 95,42 0,404 4,596 11,38
Kontrol 2 0,979 11,718 0,01 153,14 0,639 7,652 11,97
Kontrol 3 0,415 7,410 NC 111,79 0,372 6,628 17,82
Kontrol 4 1,194 2,693 0,00 62,5 1,91 4,309 2,26
Kontrol 5 0,150 3,402 0,02 74,37 0,203 4,574 22,53
Kontrol 6 1,138 1,062 0,00 35,65 3,194 2,980 0,93
Kontrol 8 0,382 5,157 0,01 107,02 0,357 4,818 13,50
Propolis 1 0,603 2,181 0,00 66,86 0,903 3,262 3,61
Propolis 3 0,440 3,333 0,00 195,88 0,225 1,702 7,56
Propolis 4 0,304 5,889 0,01 7 0,425 8,214 19,33
Propolis 7 0,294 3,254 0,01 156,25 0,188 2,083 11,08
Propolis 8 0,216 5,752 0,02 197,55 0,109 2,912 26,71
Sicanlarda calisma gruplari: Her gruptaki hayvanlar ayri ayri birden sekize kadar numaralandiriimistir. Kontrol 7, propolis 2, propolis 5 ve propolis 6 olarak etiketlenen
sicanlarin kantitatif tayini icin analizler, calisma sirasinda toplanan idrar 6rneklerinin yetersiz olmasi nedeniyle yapiimamistir ve bu nedenle hesaplamalara dahil edilmemistir.
5-HT: 5-hidroksi triptamin, 5-HIAA: 5-hidroksi indol asetik asit, ND: Tespit edilmedi, NC: Hesaplanmadi, gruplar arasinda anlamli sonuclar elde edilmemistir (p>0,05) (ANOVA)

Yikseltilmis arti labirent testi, deney hayvanlarinda anksiyeteyi
Ol¢cmek icin kullanilan testlerden biridir. Literatlirde sunulan
kanitlara gore, anksiyete davranisi gosteren sicanlarda
kapali kolda gecirilen siire acik kolda gegirilen siireye kiyasla
artmaktadir’™. Calismada kapali ve acik kolda kalan sicanlar
karsilastinldiginda, bir 6nceki caismadakilerle tutarh sonuclar
elde edilmistir. Sekil 4 ve Sekil 5'te elde edilen bulgulara gore,
gruplar arasinda siire agisindan anlamh bir fark vardi (p<0,05).
Propolis gruplarinin verileri degerlendirildiginde, propolisin
sicanlarda anksiyete benzeri davranislar azalttigi tespit
edilmistir.

Depresyon ve serotonin metabolizmasi arasindaki iliskiyi
inceleyen calismalar, yliksek 5-HIAA duzeylerinin depresyonla
iliskili olabilecegini ve ozellikle major depresif bozuklugu

olan hastalardaki 5-HT donisim 6l¢lim sonuclarina gore,
depresyon sirasinda hastalardaki 5-HT déngustinin arttigini
gostermistir®*?. 5-HT, sindirim sistemi ve MSS'nin cesitli
dokularinda ve trombositlerinde bulunur ve viicudumuzda
yaygin olarak dagilir. Hidrofilik bir madde olan 5-HT kan-
beyin bariyerini gecemez?**. Monoamin oksidaz, aldehit
dehidrojenaz  enzimi tarafindan ana metabolit olan
5-HIAA'ya  donisturiilen  5-HT'nin  metabolizmasindan
birincil olarak sorumludur. Vicuttaki serotonin miktarini
olcmek icin stabil bir ara¢ saglar?®. Serotonin seviyelerindeki
degisimin ozellikle depresyon hastalari icin onemli oldugu
ve bu durumun serotonin seviyelerindeki dustsle karakterize
oldugu bircok calismada gosterilmistir. Bu azalmanin raphe
cekirdeklerinin hafiza ve bilis bdlgelerindeki konumundan
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Sekil 7. idrarda 5-HT/5-HIAA cihaz sonucunun ortalama
degerleri. Gruplar arasinda anlamli sonuglar elde edilmemistir
(p>0,05) (ANOVA)

5-HT: 5-hidroksi triptamin, 5-HIAA: 5-hidroksi indol asetik asit

kaynaklandigi distiniilmektedir®®. Serotonin seviyelerinin
ve metabolitlerinin  farkli  biyolojik sivilarda  6l¢limi
literatiirde verilmistir. Depresyonun olasi biyobelirteclerini
belirlemeye yonelik calismalar 6nemli kanitlar saglamistir.
Bu amacgla, Zhao ve ark?® depresyon modeli sicanlarda
fluoksetin uygulamasindan 6nce ve sonra alinan plazma
orneklerinde monoamin nérotransmitterlerinin ve amino asit
norotransmitterlerinin  konsantrasyonlarini  karsilastirmistir.
Sonuclar degerlendirildiginde, depresif grubun 5-HT, 5-HIAA
konsantrasyonlarinin saglikh kontrollere gore daha dislik
oldugu tespit edilmis ve fluoksetinin 5-HT, 5-HIAA plazma
konsantrasyonlarini artirmada 6nemli bir rolii olabilecegi
vurgulanmistir®. Ancak bizim calismamizda 5-HT ve 5-HIAA
diizeyleri icin gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir.
Calismamizda elde ettigimiz Tablo 2'de gosterilen 5-HT ve
5-HIAA diizeylerinin Sekil 7'de goruldigu gibi istatistiksel
olarak anlamh olmamasi (p>0,05), kullandigimiz 6rnegin
idrar olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Metabolit tayini icin
idrar 6rneklerinin kullanilmasi konusunda tutarl ve glivenilir
calismalar olsa da, depresyonla iliskili bir biyokimyasal olarak
5-HT diizeyleri kan ve beyin omurilik sivisinda ol¢iilebilir
ve 5-HT salinimi veya inhibisyonundan sorumlu dokular
dogrudan incelenebilir. Bu tir farkh sivi ve dokularda
incelenmesi durumunda 5-HT ve 5-HIAA diizeyleri agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark elde etmek mimkiin olabilir.
Literatiirde bu o6rnek ve dokularla yapilan calismalardan
anlamli sonuglar elde edenler bulunmaktadir?”?'. Ote yandan,
bilindigi gibi, major depresif bozuklukla ilgili en ¢ok kabul
goren hipotez olan monoamin hipotezi, depresif durumda
sinaptik bosluklardaki dopamin, 5-HT ve noradrenalin
norotransmitterlerinin  konsantrasyonunun azaldigini ileri
stirmektedir. Bu hipotez, ndrotransmitterlerin depresyondaki
roliini anlamak i¢in bir cerceve sagladigindan, major depresif
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bozuklukla ilgili diger hipotezler baglaminda dnemlidir®.
Dolayisiyla, birden fazla norotransmitterin siirece dabhil
oldugu dustintldigiinde, herhangi bir maddenin antidepresan
etkisini arastirirken tek bir norotransmitterden ziyade
diger norotransmitterlerin seviyelerini incelemenin 6nemli
oldugu calismamizda acikca gdoriilmektedir. Calismamizda
davranis testlerinden elde edilen bulgular, propolis 6ziitlintin
antidepresan benzeri etkileri nedeniyle depresyonu dnlemeye
yardimci olabilecegini gosterse de, bu etkilerin nedeni yalnizca
serotonin seviyelerine dayali olarak aciklanmamistir.

Kronik 6ngoriilemeyen stres modeli siklikla depresyon
modellemesi icin kullaniimaktadir3'.  Dogal stresorlerin
kullanilmasi  ve  hayvanlarda anhedonik  davranislarin

gozlemlenmesinin miimkiin kilinmasi gecerliligini artirmaktadir.
Ote yandan bu modelin dezavantaji da hayvanlarin belirli
bir slire ve rutin olarak uygulanmasina bagli olarak stres
etkenlerine uyum saglamasi durumunda hayvanlarin stres ve
kaygi duzeylerini beklenen dereceye dislirmemesidir®. Bu
nedenle deney sirasinda sicanlara farkli zamanlarda farkh stres
etkenleri uyguland.

Son vyillarda yapilan calismalarla monoamin hipotezinin
gecerliligini yitirdigi goriilmektedir. Major depresyon tanisi
alan kisilerin dgte birinin mevcut monoamin hipotezine
dayali farmakolojik tedavilere yanit vermemesi, bu hipotezin
depresyonu aciklamada tek basina yeterli olmadigini,
baska aciklamalara ihtiya¢c duyuldugunu gostermektedir.
Calismamizda incelenen kimyasal testlerde istatistiksel olarak
anlamli sonuclar elde edilemese de, bu sonuclar anlamli
davranissal sonuclari  aciklayabilir.  Ozellikle memelilerde
davranislarin karmasik sirecler sonucunda ortaya c¢iktigr goz
oniine alindiginda, davranis testlerinde elde edilen anlamli
sonuclar propolisin etkinligini gostermektedir®.

Calismanin Kisithiliklan

Hayvanlardan idrar ornekleri alinirken yasanan zorluklar
nedeniyle bazi hayvanlardan yeterli sayida 6rnek alinamadi
ve bu drnekler analize dahil edilemedi. Bu gibi nedenlerden
kaynaklanan veri kayiplarinin ¢alismanin sonuclarini etkiledigi
dustintlmektedir.

SONUG

Sonu¢ olarak calismanin propolis kullanimina bagh kronik
ongoriilemeyen strese maruz kalan hayvanlar ile saglikli
denekler arasinda davranis testleri agisindan farklilasma
yarattigi ve bu literatiirlin bu durumu destekledigi goruldd.
Davranissal testler sonucunda elde edilen bulgular, propolis
ekstraktinin  antidepresan  benzeri  etkileri  sayesinde
depresyonun 0Onlenmesine yardimci olabilecegini gosterdi.
Ancak idrar  Orneklerinde  biyokimyasal  parametreler
incelendiginde gruplar arasinda serotonin ve metabolit
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duzeylerinde fark bulunamadi. Biyokimyasal parametrelerde
istatistiksel anlamhlik olmamasinin nedenleri Gizerinde duruldu
ve bu dogrultuda ileride yapilacak arastirmalar igin farkli viicut
sivilari ve dokularinda 5-HT ve 5-HIAA dizeyleri incelenebilir.
Hayvanlarin laboratuvar ortamindaki kosullarinin 6nceden
tahmin edilememesi ve boyutlarinin kontrol edilebilir olmasi
nedeniyle calismalarin sonuclarinin daha diistik verimlilige
sahip olabilecegi gdz ©Oniinde bulundurularak deneylerin
ilerletilmesi dnerilmektedir.
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