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OZET

Insanlar var olduklarindan beri basta beslenme olmak iizere cesitli hastaliklar1 tedavi
etmek ya da hastaliklardan korunmak amaciyla bitkileri kullanmaktadirlar. Bitkilerin
hemen hepsinde bulunan flavanoidler, bitkilerin tip alanlarinda tedavi amag¢lh kullanimini
artirmistir. Glintimiizde ise tedavi edici bitkilerin kontrolsiiz ve bilingsiz kullanimi insan
sagligi i¢in bir tehdit unsuru haline gelmistir. Genellikle siis bitkisi olarak bilinen Alcea
rosea L. ozellikle fitoterapi alaninda kullanilan, iltithap giderici, immiin diizenleyici,
analjezik ve hipoglisemik ozelliklere sahip Malvaceae familyasina ait tedavi edici bir
bitkidir. Bu ¢aligmada, A. rosea’nin Drosophila melanogaster’in Oregon R yabanil
soyunda larval ve ergin toksisite lizerine olan etkileri ilk kez aragtirilmistir. Bu amagla,
A. rosea metanolik 6ziiti 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 75 mg/ml olmak iizere ii¢ farkl
konsantrasyonda larva ve ergin bireylere uygulanmigtir. Larval mortalite deneyinde 3.
evre larvalar; ergin toksisite deneyinde virgin disi ve yeni nesil erkek bireyler elde
edilerek deneyler kurulmustur. Sonug olarak, larval mortalitenin negatif kontrol grubuna
gore uygulama gruplarinda sirasiyla %11,39, %14,59 ve %17,79 oranlariyla arttigi
belirlenmistir. Larvadan ergine gelisen sineklerin %46,61’inde anomaliler mevcut olup
kalitesiz bireyler tespit edilmistir. Artan konsantrasyon miktarima bagl olarak anomalili
bireylerin miktarinda da artis oldugu belirlenmistir. Ergin toksisite kapsaminda 25 mg/ml,
50 mg/ml ve 75 mg/ml’lik uygulama gruplarina ait maksimum omiir uzunlugu degerleri
disi bireylerde sirasiyla 50,66 + 13,43; 56,00 + 14,14 ve 53,00 + 4,24 giin; erkek
bireylerde 49,00 + 14; 53,66 + 12,50 ve 61,66 £ 7,50 giin olarak tespit edilmistir.
Ortalama 6miir uzunlugu ise disilerde sirasiyla 35,15+ 7,75; 31,21 = 7,09 ve 23,68 = 1,08
giin; erkeklerde 31,72 + 3,32; 31,35 £ 4,95 ve 26,24 + 8,86 giin olarak belirlenmistir.
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Negatif kontrol grubuna gore, 75 mg/ml’deki erkeklerin maksimum 6miir uzunlugu harig
uygulama gruplarindaki disi ve erkek bireylerin maksimum ve ortalama omiir
uzunlugunun azaldigi tespit edilmistir. Sonug olarak, uygulama gruplarinda doz artigsina
bagli olarak meydana gelen mortalite, ortalama ve maksimum omiir uzunlugu verileri
negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiki olarak

anlamlidir.
Anahtar Kelimeler: Alcea rosea, Drosophila, Larval mortalite, Omiir Uzunlugu

Tez Damismani: Prof. Dr. Ziibeyde KUMBICAK
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ABSTRACT
Since the existence of humans, plants have been used for various purposes, primarily for
nutrition and treating or preventing diseases. Flavonoids, found in almost all plants, have
increased the use of plants for therapeutic purposes in the field of medicine. However, the
uncontrolled and unconscious use of medicinal plants has become a threat to human
health. Alcea rosea L., commonly known as hollyhock, is a medicinal plant belonging to
the Malvaceae family and is used in phytotherapy for its anti-inflammatory,
immunoregulatory, analgesic, and hypoglycemic properties. In this study, the effects of
A. rosea on larval and adult toxicity in Drosophila melanogaster's wild-type strain
Oregon R were investigated for the first time. For this purpose, A. rosea methanolic
extract was applied at three different concentrations: 25 mg/ml, 50 mg/ml, and 75 mg/ml
to larvae and adult individuals. The third instar larvae were used for the larval mortality
experiment, and virgin females and newly emerged males were used for the adult toxicity
experiment. The results showed that larval mortality increased by 11.39%, 14.59%, and
17.79% in the treatment groups compared to the negative control group. In the developing
from larvae to adults, 46.61% of the flies showed anomalies, indicating the presence of
low-quality individuals. The number of abnormal individuals increased with increasing
concentration. In the adult toxicity experiment, the maximum lifespan for female
individuals was 50,66 + 13,43; 56,00 + 14,14 and 53,00 + 4,24 days for the treatment
groups of 25 mg/ml, 50 mg/ml, and 75 mg/ml, respectively, while for male individuals,
it was 49,00 + 14; 53,66 + 12,50 and 61,66 + 7,50 days. The mean lifespan for females
was 35,15+ 7,75; 31,21 £ 7,09 and 23,68 + 1,08 days, and for males, it was 31,72 + 3,32;
31,35 + 4,95 and 26,24 + 8,86 days. Compared to the negative control group, the
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maximum and mean lifespans of both female and male individuals decreased in the
treatment groups except for the maximum lifespan of males at 75 mg/ml. In conclusion,
when the mortality, mean, and maximum life span data that occur due to dose increasing
in the treatment groups were compared with the negative control group, the differences
between the groups are statistically significant.

Keywords: Alcea rosea, Drosophila, Larval mortality, Lifespan
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Ziibeyde KUMBICAK

Page Number: 62
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1. BOLUM
GIRIS

Son yillarda insanlarin yasam kalitelerini arttirmak, hastaliklardan korunmak ya da bazi
hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla ilaglardan ¢ok dogal kaynaklara verdikleri 6nem artis
gostermektedir. Bu kapsamda, geleneksel ve alternatif tipa ilgi yogunlagmistir. Ancak
giinlimiizde, geleneksel ve alternatif tiptan ¢ok tibbin bir pargasi haline gelen fitoterapi

kavrami daha dikkat ¢ekici hale gelmistir [1].

Bitkilerin tibbi olarak kullaniminin antik ¢aglara dayandigi bilinmektedir [2]. Tibbi
bitkilerle ilgili en eski yazili kaynaklar, Stimerler’in kil tabletleri, Hammurabi’nin tibbi
bitkiler ve saglik alanindaki kanunlarinin yazili oldugu dikilitasi ve Ebers papiriisleridir
[3]. Baz1 kaynaklara gore, Cinlilerin ve Misirlilarin hastaliklari bitkilerle tedavi eden ilk
kisiler oldugu ifade edilmistir. Tibbin babasi olarak taninan Hipokrat ve Ogrencisi
Aristoteles tibbi bitkileri hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullandiklarindan, Antik
Yunan déneminde yasayan bireylerin de tedavi yontemi olarak bitkileri tercih ettikleri
diigiiniilmektedir [2,4]. Tesadiifi bir sekilde veya deneme yanilma yontemiyle hangi
hastaligin tedavisinde hangi bitkinin kullanilmas1 gerektigi hakkinda elde edilen bilgiler

Eski Misir, Asur ve Babil donemlerinden giiniimiize kadar gelmistir [5,6].

19. yiizyildan itibaren sentetik ilaglarin iiretiminde artis olmasina ragmen teknolojik
ilerlemenin neden oldugu yeni saglik sorunlarinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte insanlar
yeniden tibbi bitkileri kullanmaya baslamiglardir [7]. Ayrica artan sentetik ilaglarin neden
oldugu yan etkiler, ekonomik sorunlar, kesin bir tedavisi bulunamayan bazi kronik
hastaliklar ve bitki gibi dogal kaynaklarin her zaman daha etkili ve zararsiz oldugu
varsayimi da tibbi bitkilerin kullaniminin artmasina yol agmustir [8]. Tedavi amagh
kullanilan bitki sayis1, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan belirlenmis olup bu say1
yaklasik 20.000’dir [9]. Tiirkiye’de ise 650 kadar bitki bu amagla kullanilmaktadir [10].

Tiirkiye cografi konumu, dort mevsimin yasanmasi, bitki tiirlerinin fazla olmasi, tarim



alanindaki potansiyeli ve yliz Ol¢imiiniin genis olmasi sayesinde tibbi bitkiler

kapsaminda 6nde gelen tilkeler arasindadir [11].

Ebegiimecigiller olarak bilinen Malvaceae biinyesinde bazi tibbi bitkileri barindiran bir
familyadir. Malvaceae’daki bitkiler yayilis alan1 genis olan, huni seklinde biiyiik, parlak
ciceklere sahip tek ya da ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Bu ¢alismada kullanilan Alcea rosea
L. (Giilhatmi) ise Malvaceae familyasinda yer alan tiirlerden biri olup Alcea tek veya ¢ok
yillik, basit veya dallanmig yapida bir cinstir [12]. Cin veya Giineydogu Asya'nin tropikal
bolgelerinden geldigi diistiniilmektedir [13].

A. rosea geleneksel tipda, fitoterapide kullanilan bir bitkidir. Cogunlukla siis bitkisi
olarak bilinmektedir ancak giiniimiize kadar yapilan ¢alismalar sonucunda bu tiiriin
iltihap giderici, immiin diizenleyici ve mide rahatsizliklarinda kullanimi gibi cesitli
ozelliklere sahip oldugu kanitlanmistir [14]. Cigekleri bogaz agrisi, 6ksiiriik ve kadinlarda
adet doneminde goriilen karin agrisin1 gidermek i¢in kullanilmaktadir [15,16]. Ayrica, bu
bitkinin ¢igekleri dogal gida boyasi olarak da tercih edilmektedir [17]. Yapilan
caligmalarla birlikte A. rosea’nin antimikrobiyal oldugu, diyabetik farelerde hipoglisemik

aktivite gosterdigi, analjezik 6zelliginin bulundugu ortaya konulmustur [18,19,20].

A. rosea diinyada birgok tilkede ¢esitli rahatsizliklarin tedavisi igin kullanilmaya devam
etmektedir. Bu rahatsizliklara bobrek ve rahim iltihabi, sindirim sistemi ve idrar yolu
enfeksiyonlarr, romatizma Ornek olarak verilebilir [16]. Ayrica bitkinin yilan
sokmalarinda da tedavi edici etkisinin oldugu bilinmektedir [21]. Tiirkiye’de ise ¢esitli
bolgelerde, ozellikle i¢ Anadolu Bélgesinde yasayan insanlar tarafindan giilhatmi
cigeklerinin gogiis agrisi, Oksiiriik, balgam giderici olarak ¢ayinin demlenip igilmesi,
salatalara eklenmesi seklinde yerel halk tarafindan tedavi edici bir bitki olarak
kullanilmaktadir. Beslenmenin, yagam kalitesi ve siiresi ilizerinde son derece biiylik rol
alan 6nemli bir kriter oldugu bilinmektedir. Beslenme kriteri g6z 6niinde bulundurularak
insanlar da daha saglikli ve kaliteli bir yasam igin bitkilerden beslenme araciligiyla destek
almaktadirlar. Bu kapsamda, genel etkilerinin ne oldugu kesin bir sekilde belli olmayan

ya da daha fazla arastirllmaya ihtiya¢ duyulan cesitli bitkilerin bitki ¢ay1 gibi gida
2



maddesi kategorisinde tiiketilmesi, dogru bir yaklasim degildir. Saygi [22], uygun bir
dozdaki kullanimda yararli etkiler gosterebilen maddelerin doz asimi s6z konusu
oldugunda zarar verici hatta 6ldiiriicii olabildigini ifade etmistir. Bir baska ifadeyle, diistik
miktarlarda yararli etkiler gosteren bitkilerin, yliksek miktarlarda kullanildiginda zararl

etkilere sebep olabilecegini soylemek miimkiindiir.

Bu tez ¢alismasinda, Malvaceae familyasinda yer alan A. rosea tohumlarinin metanol
ekstraktinin, D. melanogaster’de larval mortalite ve ergin Oomiir uzunluguna etkisi
arastirilmasi amaclanmistir. Giinliik hayatta insanlar tarafindan cogunlukla hastaliklardan
korunmak ve hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilan giilhatmi bitkisinin
tohumlarinin 6miir uzunlugu ve yasam kalitesi iizerine olast etkilerinin 6ngoriilmesi
hedeflenmistir. Calisma bulgularindan elde edilen sonuglarin, A. rosea’nin geleneksel tip
ve fitoterapi basta olmak iizere ilgili alanlarda kullanilmasinin giivenirligi hakkinda

Oonemli veriler saglayacagi diisiiniillmektedir.



2. BOLUM

GENEL BIiLGILER

2.1. Sistematik Bilgiler

2.1.1. Bitkilerin 6zelliklerine genel bir bakis

Bitkiler alemi, agagclar, ¢igekler, otlari i¢erisinde bulunduran, dogada genis yer kaplayan
bir canli grubudur. Diinyada yaklasik 374.000 bitki tiiri bulunmaktadir [23]. Bitkiler
fotosentez yaparak kendileri igin gerekli olan besini saglamasinin yanisira diger canlilarin
da ihtiya¢ duydugu enerjiyi tirettikleri i¢in insanlar dahil olmak {izere biitiin canlilarin

yasamlarini devam ettirebilmeleri agisindan oldukga 6nemlidir [24].

Her bitkinin belirli bir yasam siiresi olmakla birlikte bitkiler yasam dongiilerinin
uzunluguna gore tek yilliklar, iki yilliklar, ¢ok yilliklar olmak iizere lic grup altinda
incelenebilir. Tek yillik bitkiler g¢imlenme, g¢igeklenme, tohum iiretimi ve Olim
asamalarini igeren, bir yil ya da bir yildan daha kisa bir slirede yasam dongiilerini
tamamlayan bitkilerdir. Iki yillik bitkiler, iki bilyiime mevsimine ihtiyag duyan
bitkilerdir. Ilk y1l ¢ok fazla yaprak olusturur ve besin maddelerini depolarlar. Ardindan
ikinci y1l depoladiklar1 enerjiyi kullanarak ciceklenir ve meyve verirler. Ikinci yilin
sonunda artik bitki oliir. Agaclari, ¢alilari iceren ¢ok yillik bitkiler ise uzun yillar yasayan
bitkilerdir [25].

Bitkiler tohumsuz bitkiler ve tohumlu bitkiler olarak iki grup altinda yer almaktadir [26].
Tohumsuz bitkiler, ilkel bitkilerdir. Ilkel bitkilerin ¢ogunda kok, goévde, yaprak gibi
yapilar goriilmez ve bitki yapraks: ya da seritsi bir yapt halindedir. Bunlar algler,
karayosunlar1 ve egreltiotlar1 gibi bitkilerdir. Tohumlu bitkiler ise sahip olduklar
tohumlari ile tohumsuz bitkilerden ayrilirlar. Ayrica tohumlu bitkiler acik ve kapali

tohumlu bitkiler olarak iki alt grupta ele alinmaktadir. A¢ik tohumlu bitkiler, tohumlari
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acikta gelisen ve tohum taslaklari ovaryumlar olarak adlandirilan odaciklar tarafindan
saritlmayan bitkilerdir [27]. Bu bitkiler genellikle igne seklinde yapraklara, ¢ok nadir
pulsu ya da seritsi yapraklara sahip olabilirler. Kurakliga dayanikli, uzun omiirli
bitkilerdir. Kapali tohumlu bitkiler ise tohumlar1 ovaryumlar yani odaciklar igerisinde
gelisen bitkilerdir [28]. Kapali tohumlu bitkilerin ¢igekleri yapi, sekil ve renk olarak
oldukga cesitlilik gostermekle birlikte bu gruptaki bitkiler, kara bitkilerinin %9011

temsil eden en 6nemli topluluktur [29].

Ik caglara ait arkeolojik bulgulara gére, insanlarim bitkileri hem besin kaynagi olarak
hem de cesitli saglik problemlerini ¢6zmek i¢in kullandiklar1 tespit edilmistir [30].
Ulkemiz 167 familya, 1320 cins, 9996 tiir, 1989 alt tiir ve toplam 11707 takson ile son
derece kapsamli ve ¢esitli bir bitki ortiisiine sahiptir [31]. Bunlardan 3649 takson endemik
olup sadece iilkemizde dogal olarak yetismektedir [31]. Bu kapsamda, Tiirkiye bitki tiirti

zenginligi bakimindan diinyada sayili iilkeler arasina girmistir.

2.1.2. Malvaceae familyasi genel 6zellikleri

Ebegilimecigiller olarak da bilinen Malvaceae, 200’den fazla cins ve yaklasik 2300 tiir
bitkiden olusan bir familyadir [32]. Soguk boélgeler hari¢ genis bir yayilim
gostermektedir. En ¢ok yayilis gosterdigi bolge Giiney Amerika olarak bilinmektedir
[33]. Bu familyada tek ya da ¢ok yillik otsu bitkiler yer almaktadir. Cigekleri biiyiik,
parlak, huni seklinde olup ¢ok nadir tek eseyli ve 1ginsal simetrili olabilir. Ci¢ekleri kimoz
cigek seklinde olup ¢ogunda kalikse benzeyen epikaliks olarak adlandirilan bir yapi
bulunur. Alternat dizilisli, tam veya elsi loplu, stipullii yapraklara sahiptirler. Sepal ve
petal olarak adlandirilan ¢anak ve tag yapraklar, serbest veya kaidede birlesiktir. Disicik
borusunu (stigma) cevreleyen ¢ok sayida stamen vardir ve stamenlerin filamentleri bir
tiip seklinde birlesmistir. Sadece bir tane disi organ olup iist durumlu ovaryum yapisi
mevcuttur. Bu familyadaki meyvalar merikarpa ayrilmis ve yarilmis sekildedir [34].

2.1.2.1. Alcea rosea L.

Giilhatmi olarak da adlandirilan A. rosea, Malvaceae familyasinin bir iiyesidir. Tek veya
cok yillik bir bitkidir. Ulkemizdeki tiirler ise genellikle ¢ok yilliktir. Giilhatminin bol
5



giines 15181 alan, zengin topraklarda en etkili sekilde yetistigi bilinmektedir. 4. rosea nin

genel goriintisii Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Sekil 2.1. A. rosea genel goriiniisii

Giilhatmi genellikle haziran ve eyliil aylarinda ¢igeklenir. Beyaz, pembe, mor, kirmizi,
sar1 ve bordo renkli gigekleri cogunlukla ¢izgili, lekeli, yalin ya da katmerlidir. Yapraklar
giiclii olmakla birlikte genis, kalp seklindedir. Yapraklar 5-7 pargali olup kenar kisimlari
diglidir. Bitkinin genel itibariyle hem yapraklari hem de govdesi tiiyliidiir. Boyu yaklagik
olarak 2-2,5 metreye ulasabilmektedir. Ayrica tohumlari gogunlukla kahverengi, bobreksi
sekle sahip oval ve basiktir. A. rosea, iliman iklim bitkisi oldugu i¢in giinesli, sicak ve
rliizgar almayan yerlerde daha iyi gelisim gosterir [35]. A. rosea’nin sistematik bilgisi,
Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. A. rosea’nin sistematik bilgileri

Alem Plantae

Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim Malvales

Familya Malvaceae (Ebeglimecigiller)

Cins Alcea

Tiir A. rosea




2.1.3. Drosophila melanogaster ve yasam dongiisii

Genetik alaninda en ¢ok ¢alisilan organizmalardan biri Drosophila’dir. D. melanogaster
Latincede “’nem seven’’ anlamina gelen, Diptera takiminin Drosophilidae familyasinin
bir iyesidir. D. melanogaster, Johann Wilhem Meigen tarafindan 1830 yilinda
tamimlanmistir. D. melanogaster, tam baskalasim gegiren bir organizma olup yumurta,
larva ve pupa donemlerini yaklasik 10 giinde tamamlar. Ergin 6miir uzunlugu, normal
sartlarda 45-60 giin arasinda degisiklik gostermektedir. Drosophilalar sicak ve nemli

bolgelerde yayilis gosterirler. Tablo 2.2.de D. melanogaster’in sistematik bilgileri

verilmistir.
Tablo 2.2. D. melanogaster’in sistematik bilgileri
Alem Hayvanlar alemi
Sube Eklem bacaklilar
Simif Bocekler
Takim Cift Kanatlilar
Alt takim Karasinekler
Aile Drosophilidae
Cins Drosophila
Tiir D. melanogaster

D. melanogaster’in yagslanma ve 6miir uzunlugu ¢alismalarinda baslica se¢ilme nedenleri,

. kisa bir hayat dongiisiine sahip olmasi,

. cok sayida yavru dol verebilmesi,

. kiiltiirtintin kolay olmas1 ve maliyetinin az olmasi,

. kii¢iik bir yapiya sahip olmas1 ve olusabilecek cesitli varyasyonlarin, fizyolojik

degisimlerin morfolojik olarak kolaylikla g6zlenebilmesidir.

Yumurta, larva, pupa ve ergin olmak {izere D. melanogaster’in yasam dongiisii temelde
dort ayn sathadan meydana gelmektedir. Gelisme, iki asamadan olusmaktadir. Birinci
asama, embriyonik donem olup bu dénem, yumurta ddllendikten sonra baslayip birinci
evre larvanin yumurtadan ¢ikacagi siirece kadar devam eder [36]. Ikinci asamay1 post-
embriyonik donem olusturur. Bu donem ise birinci evre larvadan ergin bireyin

gelismesine kadar devam eden siireci kapsamaktadir (Sekil 2.2.).
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0 Birinci
2-3 giin evre
1 g:ly larva

Uciincii evre R
larva 1 giin Ikinci evre

D —

Sekil 2.2. D. melanogaster’in yasam dongiisii [37]

2.1.3.1. Yumurta

Drosophila’nin yumurtalar1 yaklagik 0.5mm boyutunda ventral yiizii yuvarlak, dorsal
ylizii daha diiz olan bir yapiya sahiptir. Dorsal bolgenin 6n kisminda yumurtalarin
besiyerine batmasini engelleyen iki adet filament bulunur (Sekil 2.3.) [38]. Bu
filamentler, tim yumurtay1 ¢evreleyen koryonun uzantilaridir. Ayrica yumurtanin bu 6n
ucunda spermin yumurtaya girisini saglayan, mikrofil olarak adlandirilan bir agiklik
mevcuttur. Her yumurtlamada yaklasik bes yumurta birakan disi birey, tiim yasami
boyunca 400’e yakin yumurta birakabilir [39]. Doéllenmis yumurtalar, c¢iftlesmenin

ardindan birakilir. 22-24 saat sonra yumurtalar larvalara gelisirler [40].

filamentler

mi!r\froﬁl

Sekil 2.3. D. melanogaster yumurtasinin goriintiisti [41]
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2.1.3.2. Larva

Larvalar, yumurtadan yaklasik olarak 22-24 saat sonrasinda ¢ikarlar. Larva, bir tane bas
segmenti, ili¢ toraks segmenti ve sekiz abdomen segmenti olmak iizere toplam 12
segmentten olugmaktadir. Larvalar son derece yumusak ve esnek bir viicut yapisina
sahiptir. Larva asamasi boyunca kiitikiil tabaka iki kez degistirilir. Bu olay gomlek
degistirme olarak da adlandirilir ve larva asamasini 1.evre, 2.evre ve 3.evre olmak iizere
ti¢ evreye ayirir (Sekil 2.4.). Birinci evre ve ikinci evre bir giin siirerken; ti¢lincii evre iki
giin siirmektedir. Ugiincii evre larvalar, tiikiiriik bezlerinde politen kromozom olusumuyla

Onemlidirler.

Larvalar besiyeri i¢inde ilerleyerek beslenirler. Birinci evredeki larva sadece besiyerinin
yiizeyinden beslenir. ikinci evreye gegen larva, artik besiyerinin igerisine girmeye baslar.
Larva evresinden pupa evresine gecebilmek i¢in larvalarin 0.3mg esik agirlik degerine
ulagmasi gerekir. Bu degere ulastiklarinda artik besiyerini terkedip pupalasma i¢in kiiltiir

sisesinin duvarina yerlesirler. Bu asamadan yaklasik 24 saat sonra pupalagma baslar [39].

Aguz cikinfisi

-

A

Yumurta L1 L2

Sekil 2.4. D. melanogaster larval gelisim evreleri [42]

2.1.3.3. Pupa

Larvalar kiiltiir sisesinin duvarina tirmanarak ilk olarak koyu sari-kahve renkte
prepupaya, ardindan 3-4 saat sonra pupaya gelisirler (Sekil 2.5.). D. melanogaster
9



baskalasim siirecini pupa i¢inde gecirir. Bu siirecte, tiikiiriik bezleri, yag doku, bagirsak
ve Kaslar ayrisirken beyin ve malpigi tiipleri yalnizca yapisal degisiklik gegirir [43]. Bu

sekilde, farklilasmis hiicre gruplar1 ve imajinal disklerden ergin birey gelismis olur [40].

Sekil 2.5. D. melanogaster’in pupa gelisim evreleri [44]

2.1.3.4. Ergin

Pupadan ergin bireyin gelismesi yaklasik 4-5 gilinde ger¢eklesmektedir. Gelisimini
tamamlayan sinekler pupa kilifin1 pargalayarak digar1 ¢ikarlar. Ilk dnce agik renkli, uzun
viicutlu sekilde goriilmelerine ragmen birkac¢ saat i¢inde renkleri koyulasir. Baglangigta
kanatlar kirigiktir ancak sonradan agilip normal bir ergin goriiniime ulasirlar. Pupadan
cikan disiler yaklagik 5-6 saat sonra eseysel olgunluga erisirler. Erkek bireyler ise

pupadan ¢iktiktan birkag saat sonra ciftlesebilirler [39].

Drosophila bas, toraks ve abdomen olmak iizere ii¢ bolgeden olusmaktadir (Sekil 2.6).
Bas bolgesinde agiz ve bir ¢ift anten mevcuttur. Basin tepesinde ii¢ basit gdz ve iki
tarafinda da bir petek géz vardir. Toraksta her segmentte bir ¢ift bacak bulunmaktadir.
Ikinci ve {igiincii toraks segmentinde ise sirasiyla iki tane kanat ve iki tane halter organi
bulunmaktadir. Bliyiik, sert killar ve kii¢iik, yumusak killar bas ve toraks bolgesini kaplar.
Bu killar duyu organi olarak gorev yapmaktadirlar [45].
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bas [

toraks l:

abdomen

Sekil 2.6. D. melanogaster’in genel viicut yapisi [46]

2.1.3.5. Drosophila melanogaster’de erkek ve disi birey tayini

Disi ve erkek bireyler esey taragi, abdomen sekli ve rengi dahil olmak {izere morfolojik

olarak birbirlerinden farklilik gostermektedirler.

2.1.3.5.1 Esey tarag:

Erkeklerde, birinci tarsus segmentinde siyah, kalin kil demetinden olugsan metatarsal tarak
yani diger adiyla esey taragi bulunmaktadir (Sekil 2.7.). Erkek bireylerin ¢iftlesme
sirasinda disilerini kavrayabilmesi i¢in bu olusum gereklidir. Disilerde bu yapiya benzer

bir olusum yoktur [47].

Sekil 2.7. Erkek bireylerde bulunan esey taragi: a. Siyah okla esey taragi gosterilen
On bacak, b. Esey taragi killar1 [48]
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2.1.3.5.2. Abdomen seKli ve rengi

Abdomen sekli ve rengi, erkek ve disilerde farklilik gostermektedir. Sekil 2.8.’de
gosterildigi lizere, erkeklerde abdomen ucu daha kisa ve yuvarlak yapidayken disilerde
anal plakadaki ¢ikinti nedeniyle uzun ve sivridir. Disilerin yaslandik¢a tagidiklari
yumurtalar nedeniyle abdomenleri genisler [36]. Disilerin abdomeninde 7, erkeklerin
abdomeninde 5 tane segment vardir. Disilerde segmentler daha agik renge sahipken
erkeklerde abdomenin posterior kismi siyahtir (Sekil 2.8.). Bunun nedeni ise son

segmentlerin yiiksek miktarda pigment icermesidir.

Q o}

Sekil 2.8. D. melanogaster’in disi ve erkek bireylerinde abdomen sekli ve rengi [49]

2.2. Yaslanma ve Yaslanma Teorileri

Yaslanma, ¢esitli i¢ ve dis faktorler sonucunda canlida yapisal ve fonksiyonel degisimlere
yol agan, organizmayi Oliime goétiiren siiregler olarak tanimlanabilir. Yaslanma, son
derece karmasik bir siire¢ oldugundan bu siire¢ tek bir mekanizma ile agiklanamaz. Bu
kapsamda, yaslanma ile ilgili biyolojik mekanizmalarin ¢ogunun teori diizeyinde
oldugunu ve bu teorilerin hi¢cbirinin tek basina yaslanmay1 agiklamakta yeterli olmadigini

belirtmek miimkiindiir [50].
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2.2.1. Serbest radikaller teorisi

Yaslanma ile ilgili teorilerden en ¢ok kabul goriileni, serbest radikal teorisidir. Serbest
radikal teorisi, ilk kez Denham Harman tarafindan ortaya konulmustur [51]. Bu teori,
cesitli faktorler nedeniyle serbest radikallere maruz kalinarak hiicre hasarinin meydana
geldigini, hiicre fonksiyonlarindaki bozulma ile kanser veya dmiir uzunlugunun kisalmasi
ile birlikte olimiin meydana geldigini agiklamaktadir [52]. Yas arttik¢a serbest
radikallere verilen cevap yetersiz kaldigindan viicutta biriken radikallerin yaslanma ile
dogrudan iliskili oldugu kabul edilmektedir [53-57]. Ornegin, farelerin ve giivercinlerin
aynt miktarlarda oksijen tiikettigi ancak mitokondri tarafindan oksidan iiretiminin
giivercinlerde farelerdekinden %30 daha az oldugu tespit edilerek iki tiiriin Omiir
uzunluklarinin birbirinden farkli oldugu bildirilmistir. Bu baglamda, émiir uzunlugu
oksijen kullanimi ile degil, oksidan iiretim hiziyla iliskilendirilerek serbest radikal teorisi

desteklenmistir [58].

2.2.2. Somatik mutasyon birikimi teorisi

Somatik mutasyon teorisinde yaslanma, ultraviyole 1sinlar, ¢esitli kimyasallar ve serbest
radikaller gibi cesitli etkenler sonucunda somatik hiicrelerde geri doniisiimsiiz hasarlarin
meydana gelmesi ve bu hasarlarin birikmesi olarak ifade edilebilir [59]. Bu teori, somatik
hiicrelerde biriken hasarlarin birgok hastaliga neden oldugunu savunmaktadir. Kanser
insidansinin, yasla birlikte somatik hiicrelerde biriken onkojenik mutasyonlarin varligiyla

artmasi bu teoriyi destekler niteliktedir [60].

2.2.3. Antagonistik pleitropi teorisi

Antagonistik pleiotropi teorisine gore gen¢ yaslarda yararli etkileri fazla olan bazi
genlerin yas aldikga zararli etkiler gosterebilecegi ve bu genlerin yaslanma siirecini
hizlandiracagi savunulmaktadir [61]. Bu teoriye viicutta tiimér olusumunu engellemek
amaciyla gorev alan, ’genomun koruyucusu’’ olarak da adlandirilan TP53 geni 6rnek

olarak verilebilir. TP53 geninin geng yaslarda olumlu etkiler gosterdigi, ileriki yaslarda
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ise doku onarmminda gorev alan kok hiicrelerin ¢ogalmasint engelleyerek yaslanma

stirecini hizlandirdig1 bildirilmistir [62].

2.2.4. immiinolojik teori

Immiinolojik teoriye gore yaslanma, T-lenfositlerinin gorevini etkili bir sekilde yerine
getirememesi ile agiklanmaktadir. T-lenfositlerinin olgunlastigi timus bezinin kiigiilmesi
ile meydana gelen fonksiyon bozukluklari ve hiicresel farklilasma yaslanma siirecinde
timus bezinin énemini vurgulamaktadir. Yas ilerledikce viicudun kendine ait olani tanima
Ozelligini yitirmesi sonucunda yikimlarin meydana gelmesi immiinolojik teori ile
aciklanmaktadir [63]. Ornegin, alzheimer ve kardiyovaskiiler hastaliklarin olusmasinin

immiin sistemdeki degisikliklerle baglantili oldugu bildirilmistir [64].

2.2.5. Noroendokrin teori

Bu teoriye gore yaslanmanin, noral ve endokrin fonksiyonlarinda bozulma sonucunda
meydana geldigi diisiiniilmektedir [65]. Ozellikle hipofiz bezinde meydana gelen
degisikliklerin yaslanmada 6nemli rol oynadig1 goriisii bildirilmektedir [66]. Bu teoriye,
bobrek iistii bezinden salgilanan dehidroepiandrosteron hormonunun viicuttaki normal
seviyesinden daha az miktarda bulunmasi sonucunda yaslanma siirecinin meydana

gelmesi 6rnek olarak verilebilir [67].

2.2.6. Hiicre yaslanmasi teorisi

Telomerler kodlanmayan oOzellesmis DNA tekrar dizilerinden olusan, Okaryotik
organizmalarda linear kromozomlarin uglarinda bulunan heterokromatik bolgelerdir
[68,69]. Telomerler, replikasyon siirecinde rol almakla birlikte fiizyon, rekombinasyon
ve yikim gibi anormal kosullardan kromozomlarin son bdlimiinii korumaktadir [70].
Somatik hiicrelerde hiicre boliindiik¢e telomerler kisalir ve telomerler belirli bir kisaliga
ulastiginda hiicre artik daha fazla boliinemez. Bu teoriye gore, telomerlerin en son

ulasabildigi kisaliga ulagsmasi yaslanmaya neden olmaktadir. Yaslilardaki telomer
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uzunlugunun genglere oranla daha kisa olmast durumu bu teoriyi destekler niteliktedir

[71].

2.2.7. Uzun yasam genleri teorisi

Hiicre icinde i¢ veya dis etkenlerin meydana getirdigi hasarlara karsi ¢esitli kontrol
mekanizmalarinda gorev alan genler uzun yasam genleri olarak adlandirilmaktadir. Bu
genler, meydana gelen hasarin onarilmasinda gérev almaktadirlar [72,73]. Bu teori, uzun
yasam genlerinin beklenen yaniti verememesi sonucunda hiicrede biriken hasarlarin

yaslanmaya neden oldugunu agiklamaktadir [74].

2.2.8. Proteinlerin degisiklige ugramas teorisi

Proteinlerde yapisal olarak meydana gelen degisiklikler fonksiyonlarinda da meydana
gelmektedir [50]. Bu teori, proteinlerde meydana gelen degisikliklerin g¢esitli
reaksiyonlarda bozulmalara neden olarak yaslanmanin tetiklendigini savunmaktadir.
Ornek olarak, hiicre dist matriks proteinlerindeki degisikler ~protein-protein
etkilesimlerinin artmasina neden olarak damar sertligi, katarakt gibi saglik problemlerine

yol agmaktadir [50].
Bu teorilerin higbiri tek basina yaslanmay1 aciklamak i¢in yeterli olmamakla birlikte

teorilere ek olarak yaslanma siirecini, 6miir uzunlugunu etkileyen bagka etkenler de

bulunmaktadir. Bu etkenler, i¢ ve dis faktorler olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir [45].

2.3. Yaslanmay1 ve Omiir Uzunlugunu Etkileyen Faktorler
Yaslanma ve omiir uzunlugu anasal yas, genetik yapi, eseylik, yumurta {iretimi gibi i¢

faktorler ve beslenme, 151k, sicaklik, nem orani, popiilasyon yogunlugu ve radyasyon gibi
dis faktorler tarafindan etkilenmektedir [75-84].

15



2.3.1. i¢ faktorler

2.3.1.1. Anasal yas

Anasal yasin, dmiir uzunlugu tlizerinde 6nemli bir etkisi bulunmaktadir. Rotiferlerden
Philodina citrina kullanilarak yapilan ¢alismalar, yavru bireyin 6miir uzunlugunda anasal
yasin kayda deger etkisini ilk kez ortaya koymustur [85]. Gen¢ disi sineklerin
yavrularinin, yash disi sineklerin yavrularindan daha yiiksek yasayabilirlik gosterdigi,
yasli bireylerin yavrularinin genglerin yavrularina gére daha yavas gelisim gosterdikleri
bildirilmistir [86]. Ancak anne yas1 ve yavru sinegin dmiir uzunlugu arasinda bir baglanti
olmadigini ifade eden ¢alismalar da mevcuttur [87]. Bu baglamda, annenin yas arttik¢a
yavruda Omiir uzunlugunun azalmasinin temel nedeninin annede miktar1 artan

mutasyonlardan kaynaklandigi ifade edilmistir [88].

2.3.1.2. Genetik yap1

D. melanogaster’de belirli mutant genlerin ve gen kombinasyonlarinin Omiir
uzunlugundaki etkisi, bes mutant gene sahip bireylerin, bu genlerden sadece bir tanesine
sahip olan bireylerden daha az yasamalar1 sonucu kesfedilmistir [89]. Yaklagik 13.600
gene sahip D. melanogaster’de yumurta verimi, larva popiilasyonu, gelisim evreleri gibi
parametreler degerlendirildiginde, Drosophila’nin farkli soylar1 arasinda o6nemli
farkliliklar bulunmustur. Bu farkliliklarin tiimii genetik o6zelliklerle iliskilendirilmistir
[90]. Ayrica, D. melanogaster’in sahip oldugu genlerin, hayati boyunca ne kadar yumurta
tiretebilecegini etkiledigi de bildirilmistir [91].

2.3.1.3. Eseylik

Disi ve erkek Drosophila’lar birbirlerinden farkli dmiir uzunluklarina sahiptirler. Bu
durumun metabolizmadan kaynakli olabilecegi, disi ve erkek bireylerin DNA, RNA ve
protein seviyelerinin belirlenip erkeklere gore bu molekiillerin disilerde ¢ok daha fazla
miktarda bulundugunun ortaya konulmasiyla desteklenmistir [92]. Bugiine kadar yapilan

calismalarda genellikle erkek bireylerin, disilere gore daha kisa 6miirlii olduklar: ifade
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edilmesine ragmen bazi Drosophila soylarinda yapilan arastirmalar, bu genellemeyi
kisitlamistir. Bu kapsamda, D. melonogaster’in Oregon soyu disilerinde Omiir
uzunlugunun erkeklere gore daha uzun oldugu, Canston S soyunda boéyle bir fark
gozlenmedigi bildirilmistir [93]. Tiim bu verilere ragmen esey ile omiir uzunlugu
arasindaki iligkinin, erkek bireylerin disilere gére daha az dmiir uzunluguna sahip oldugu

seklinde kabul edilen bir genellemenin varligindan bahsetmek miimkiindiir.

2.3.1.4. Yumurta iiretimi

Yumurta {iretimi ile omiir uzunlugu arasindaki iliski, yumurta {iretimi diisiik virgin
disilerin, ¢iftlesmis ve yiiksek miktarda yumurta iireten disilere gore 6miir uzunlugunun
daha fazla olmasi sonucu ortaya konulmustur [94]. Yiiksek miktarda yumurta tiretiminin

disilerin 6miir uzunlugunu azalttigi bildirilmistir [95].

2.3.2. Dis (Cevresel) faktorler

2.3.2.1. Beslenme

Boceklerin dmiir uzunlugunu etkileyen en dnemli faktorlerden biri beslenmedir. Uygun
olmayan bir besiyeri, larvalarin gelisim siirelerinin uzamasina sebep olarak erginlerin
viicut biytkligiinii azaltmaktadir [96,97]. Yetiskinlerdeki yumurta verimliliginin de
besiyerindeki protein miktarina bagli oldugu bilinmektedir [96]. Seker maddesi olarak

galaktoz kullanim1 Drosophila’da émiir uzunlugunu kisaltmaktadir [98].

Beslenmenin, D. melanogaster {izerindeki etkisini arastirmak amaciyla besiyerine
arastirilmak istenen besin tiirii ilave edilip D. melanogaster’de gelisimsel veya genetik
etkiler gozlemlenebildigi gibi besin kisitlamasi yapilarak gelisimsel veya genetik
degisimler gozlemlenebilir. Yapilan bir ¢alisma, hiperoksi altinda veya Cu/Zn-siiperoksit
dismutaz eksikliginde besin ortamina kakao ilavesinin Drosophila’lada émiir uzunlugunu
onemli oOlgiide arttirdigini ortaya koymustur [99]. Bununla birlikte, Mn-siiperoksit
dismutaz eksikliginde besiyerine kakao ilavesi de mortalite oranini artirarak erken 6liime

neden olmustur. Giiglii bir antioksidan olan kurkuminin Drosophila’da 6miir uzunlugunu
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artirdigi ve bu etkinin artmis siliperoksit dismutaz aktivitesi ile baglantili oldugu
bildirilmistir [100]. Bir baska ¢alismada, birgok meyve ve sebzede bulunan
karotenoidlerden biri olan luteinin D. melaogaster’de 6miir uzunlugunu artirdigini, ayrica
hidrojen peroksit ve parakuat tarafindan indiiklenen mortalite oranini da azalttigi
kanitlanmugtir [101].

2.3.2.2. Isik

Isik, D. melanogaster’in metabolik ve gelisimsel evrelerinde rol oynayan 6nemli bir
faktor olup sineklerin pupadan ¢ikis siirelerine, metabolik hizlarina ve 6miir uzunluklar
tizerine etki gostermektedir [102,103,104]. 1973 ve 1998 yillarinda yapilan ¢alismalar ile
devamli 151k goren ortamda bulunan ergin bireylerin 6miir uzunlugunun kisaldig: tespit
edilirken devamli karanlik ortamda bulunan erkeklerin 6miir uzunlugunda %20, disilerin

ise %43 oraninda artis oldugu ifade edilmistir [105,106,107].

2.3.2.3. Sicaklik

Sogukkanli canlilar grubuna dahil olan bdceklerin artan c¢evresel sicaklikta metabolik
aktiviteleri, solunum hizlar1 degismekte ve olusan serbest radikaller hiicresel hasari
tetikleyerek 0miir uzunlugunda azalmaya neden olmaktadir. 19, 24 ve 29°C olmak iizere
farkli sicakliklara sahip ortamlarda, artan sicakhigin D. melanogaster’in 6miir
uzunlugunda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir [53]. 25°C’de yasayan sinekler soguk
strese maruz birakildiktan sonra 19 ve 22°C’lik ortamlara transfer edildiginde, sineklerin
Omiir uzunlugunun arttig1 ve bu strese maruz kalan sineklerin, 25°C’de tutulan sineklerin

oldigi yaslarda giiglii bir strese dayanabildikleri bildirilmistir [108].

2.3.2.4. Nem orani
D. melanogaster gelisim siirecinde yiiksek neme ihtiya¢ duyar [96]. Drosophila’nin

normal bir gelisim gosterebilmesi i¢in bulundugu ortamin nem oraninin %40-60 olmasi

ve bu degerin %55’in altina inmemesi gerekmektedir [109]. Nem oraninin ¢ok fazla
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olmasiin pupalarin hayatta kalma oranlarim1 azalttig1 ve larval gelisimin kisa siirede

tamamlanmasina sebep oldugu bilinmektedir [82].

2.3.2.5. Popiilasyon yogunlugu

Popiilasyon yogunlugu, genellikle larva evresindeki bireylerde ¢alisilan bir parametredir.
Artan popiilasyon yogunlugu, larva biliylimesinde gecikmeye neden olmaktadir. Bu
durumda ergin bireylerde Omiir uzunlugu artmaktadir [110]. Artan popiilasyon
yogunlugunun, ergin bireylerin geg¢ gelisim gostermesine ve daha kiiglik viicut yapisina
sahip olmasina neden olarak erginlerin normal bireylere gore daha uzun yasadiklari
bildirilmistir [111]. Bunlarin aksine, popiilasyon yogunlugunun artmasimnin besin
miktari1 azaltacagi ve fiziksel g¢evrenin degiserek sineklerin 6miir uzunlugunun

azalacag da ifade edilmistir [112].

2.3.2.6. Radyasyon

Bocekler, radyasyona oldukc¢a dayanikli canlilardir. Ancak radyasyonun dozuna bagh
olarak farkli etkiler meydana gelebilmektedir. Bu kapsamda, yiiksek dozda radyasyonun
somatik mutasyon birikimine neden oldugu ve bu nedenle 6miir uzunlugunu kisalttigi,
diisiik dozda radyasyonun ise dmiir uzunlugunu arttirdig: bildirilmistir. Bu durum bazi
enfeksiyonlarin radyasyon ile azalmasi ya da sineklerin ¢evresel faktorlere karsi direngli
hale gelmesinin sonucu olarak degerlendirilmistir [39]. Yapilan bir ¢alismada, disi ve
erkek sineklerin radyo frekansi elektromanyetik radyasyon ortamina maruz birakilmasi
sonucu, radyasyon ortaminin sinekler iizerindeki etkileri, ilk 3 glindeki pupa yiizdesinin
ve ilk 2 gilindeki eklozyon oraninin artmasi ile ortalama gelisme siiresinin kisalmasi

seklindedir [84].
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3. BOLUM

MATERYAL ve METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan bitki materyali

Calismada kullanilan Malvaceae familyasina ait Alcea rosea’nin tohumlari, Nevsehir ili
merkezinden toplanmustir. BitKinin tiir teshisi Dog. Dr. Gencay AKGUL (Nevsehir Haci
Bektas Veli Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii) tarafindan

yapilmistir. Tohumlarin genel goriintisii Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. A. rosea tohumlarinin genel goriiniisi

3.1.2. Kullamilan model organizma

Deneylerde D. melanogaster Oregon R yabanil tip larva ve ergin bireyleri kullanilmustir.
Oregon R mutant olmayan, yuvarlak, kirmizi gozlere sahip yabanil tip bir soydur. Bu soy,
Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii, Genetik Laboratuvar’inda stoklanmaktadir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Oregon R stok kiiltiirleri

Calismalarda kullanilan tiim Drosophila kiiltiirleri, yaklasik %50-60 bagil nem ve
yaklasik 25-26°C sicakliktaki ortamda muhafaza edilmistir. Drosophila’lar, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik ortamda birakilmistir. Stoklar, yaklagik 15 giinde bir
yenilenmistir. Sinekler yalnizca taze besiyerine aktarilma siirecinde giin 1518ina

cikartlmistir.

3.1.3. Kullanilan maddeler ve cihazlar

Besiyeri olarak hem kuru instant besiyeri hem de standart Drosophila besiyeri
kullanilmigtir. Standart Drosophila besiyeri ig¢in maya, seker, agar, misir unu, distile su
ve asit karistmi kullanilmistir. Calismada kullanilan cihazlar, kimyasallar ve sarf

malzemeler Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar
Hassas terazi
Soxhtlet ekstraksiyon cihazi
Evaporator
Isitic1 tabla
Stereo mikroskop
Etiv

Saf su cihazi

Marka Adi
Kern Abj

Isolab

Buchi- Rotavapor R-3
Velp Scientifica
Leica

Isolab

Isolab

Tablo 3.2. Calismada kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler

Caligmada kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler

Asetik asit
Metanol
NaCl

Dietil eter
Meziir

Filtre kagid:
Beher

Deney tiipleri

3.2. Metot

Baget

Cam pipet
Mikropipet
Cam sise
Petri kab1
Pamuk
Siinger

Sulu boya firgasi

3.2.1. Kullanilan bitkinin toplanmasi ve kurutulmasi

Bitkinin tohumlar1 ¢alismada kullanilmasi ve ekstraktinin ¢ikarilmasi amaciyla serbest

bir sekilde kurutma kagidina serilerek giines 15181 gormeyen karanlik bir ortamda oda

sicakliginda kurutulmustur. Kuruyan A. rosea tohumlari havan igerisinde ezilerek

ogitiilmiistiir. Bu sekilde kiigiik, toz halinde tohumlar elde edilmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. A. rosea tohumlarinin kurutulmus ve 6giitiilmiis hali

3.2.2. Kullanilan bitkinin metanol ekstraktinin hazirlanmasi

A. rosea tohumlarinin metanol ekstraktinin hazirlanmasi igin Soxhlet ekstraksiyon cihazi
ve evaporator kullanilmistir (Sekil 3.4.a.). Kurutulup 6giitiilen tohumlar, 35 gr olacak
sekilde tartilip ekstraktor filtre kagidina konulmus ve bu filtreler ekstraktdre pens ile
yerlestirilmistir. Coziicii olarak bir balon joje icerisine 350 ml metanol eklenmis, bu
sekilde metanollii 6ziit hazirlanmistir. Elde edilen 6ziitten metanolii ayristirmak igin ise
75°C sicakliga ayarli evaporator cihazi kullanilmistir (Sekil 3.4.b.). Elde edilen saf tohum
oOziitii esit sekilde petri kaplarina dokiilmiis ve kullanilincaya kadar buzdolabinda +4’C’de
saklanmigtir (Sekil 3.4.c.).
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Sekil 3.4. Oziit elde etme islemi: a. soxhlet cihazi ve ekstraksiyon siireci,
b. evaporator ve evaporatdr iglemi, c. bitki 6zitleri

3.2.3. Bitki ekstraktini iceren ana stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi
Ilk olarak ekstrakti ¢dzmek amaciyla hassas terazide 0,36 gram NaCl tartilmistir.
Manyetik karistirictda 40 ml distile su igerisinde 0,36 gram NaCl’nin ¢dziinmesi

saglanmigtir. Ardindan 3000 mg A. rosea tohum O6ziitii tartilmis, hazirlanan tuzlu su

¢oOzeltisi i¢erisinde ¢ozdiiriilerek anastok ¢ozeltisi hazirlanmustir.
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3.2.4. Besiyeri hazirlama

Drosophila besiyeri i¢in misir unu, seker, maya, agar, distile su ve asit karisimi kullanilir.
Besiyeri igerigi 104 g misir unu, 94 g seker, 19 g maya, 6 g agar, 6 ml asit karisimi, 1020
ml distile sudan olugmaktadir [113]. Besiyerinde kullanilan asit karigimi igin ise 836 ml
propionik asit, 83 ml ortofosforik asit, 1081 ml distile su kullanilmaktadir [113].

Oregon R stok Kkiiltiirleri, standart Drosophila besiyerinde tutulur [114]. Besiyeri
yapiminda asit haricindeki tiim maddeler belirli Olgililerde tartilmis ve karistirilarak
kaynamasi saglanmigtir. Karisim kaynadiktan sonra kisik ateste yaklasik 10 dakika
pisirme islemine devam edilmistir. Hazir hale gelen karisim atesten alinmis ve igerisine
asit ilave edilerek iyice kanstirilmistir. Asit kullanilmasindaki amag, olusabilecek
enfeksiyonlarin dniine gegmektir. Karisimin ¢ok sivi ya da ¢ok kat1 olmamasina dikkat
edilmistir. Karisim, ilk sicakligi ¢iktiktan sonra 250 ml’lik kiiltiir siselerine 4-5 cm olacak
sekilde dokiilmiistiir. Ardindan siselerin lizeri temiz bir kurutma kagidi ile kapatilip
siseler bir glin boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Besiyerleri soguyup
katilastiginda kiiltiir sigelerinin agzi steril bir siinger ya da pamukla kapatilmis,

kullanilincaya kadar buzdolabinda saklanmistir.

3.2.5. Eterizasyon islemi

Eterizasyon yani bayiltma islemi, hizli bir sekilde hareket eden sineklerin aktariminin
sorunsuz bir sekilde gergeklestirilmesi igin gereklidir. Aksi takdirde Drosophila’lar
yercekiminin tersine, 1s18a dogru ve kimyasal maddelere yonelme davranisi
gosterdiklerinden kontrol altinda tutulmalari neredeyse miimkiin olmamaktadir [115]. Bu
amagla genellikle hem ekonomik olmasi hem de ¢alisma kolaylig1 saglamasi agisindan
dietil eter tercih edilmektedir. Sinekleri bayiltma islemi, sineklerin 250 ml’lik bos siselere
aktarilmasi ile baglatilmistir. Ardindan, dietil eter batirilmis bir pamuk ile sisenin agzi
hizli bir sekilde kapatilmistir. En fazla iki dakika sonunda hareketsiz hale gelen sinekler,
aktarim yapilmak {izere siseden ¢ikarilmistir. Sineklerin ¢ok uzun siire etere maruz

birakilmamasina dikkat edilmistir.
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3.2.6. Deney gruplarma uygulanacak bitki ekstraktimin dozlarinin belirlenmesi

Literatiir taramalar1 ile daha 6nce yapilan in vitro ve in vivo g¢alismalar g6z onilinde

bulundurularak deneme gruplari olusturulmus ve 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 75 mg/ml olmak

tizere ti¢ farkli konsantrasyon degeri uygulanmistir (Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. Calismada kullanilan deney gruplar

Deney Gruplart
1. Grup BK (Biiyiime Kontrol = Negatif Kontrol)
2. Grup SK (Solvent Kontrol)
3. Grup 25 mg/ml
4. Grup 50 mg/ml
5. Grup 75 mg/ml

3.2.7. Larval mortalite deneyi

Larval mortalite deneyi i¢in 3.evre larvalar kullanilmistir. 3. evre larvalar1 elde etmek

amaciyla,

D. melanogaster-Oregon R yabanil soyunun ayni yasta virgin disi ve erkek
bireyleri toplanmustir.

Ayni yasta sinekler elde etmek i¢in standart Drosophila besiyeri igeren siselere
10 ergin disi ve 10 erkek sinek eklenmistir.

Bir hafta sonra ortamdaki sinekler uzaklastirilmis, virgin disiler ve yeni nesil
erkek sinekler elde edilmistir.

Daha sonra virgin disi ve erkekler, 10 © x 10 & olacak sekilde yeni bir besiyerine
aktarilip caprazlama gergeklestirilmistir.

4-6 saat sonra bu ergin sinekler ortamdan uzaklastirilmistir.

Yaklasik 72 saatin sonunda elde edilen dgiincii evre larvalar, farklhi
konsantrasyonlarda bitki ekstraktin1 iceren kuru Instant Drosophila Medium
(IDM) igeren deney tiiplerine aktarilmistir.

Her bir doz i¢in deney tiiplerine toplam 100 larva eklenmistir.
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Larvalar 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 75 mg/ml olmak iizere elde edilen ekstraktin
farkli konsantrasyonlari ile beslenmistir (Sekil 3.5). Larvalarin, kalan gelisim
stireclerini bu ortamda beslenerek tamamlamasi saglanmistir.

Negatif ve solvent kontrol gruplari sirasiyla sadece distile su ve distile su + NaCl
ile hazirlanmig besiyerinden olusturulmustur.

Bu siiregte deney gruplarinin her biri her giin kontrol edilmis ve ilk ergin sinek
olustugu an bir hafta boyunca sayim yapilmustir.

Her giin sayim yapilarak 6len larvalar not edilmistir.

Olusan ergin bireyler stereo mikroskop altinda incelenerek malformasyonlu
bireyler fotograflanmistir.

Deneyler 3 defa tekrar edilmistir.

Sekil 3.5. Larval mortalite deneyi

3.2.8. Omiir uzunlugu deneyleri

Omiir uzunlugu deneyi, disi ve erkek bireyler icin ayri ayr1 gerceklestirilmistir. Bu

amagla,

Ayni yasta bireyler ile ¢alisabilmek i¢in, @ 10 X & 10 olacak sekilde erkek ve disi
bireyler ¢aprazlanarak 6n stoklar olusturulmustur.

Bir hafta sonunda ebeveynlerin olusacak yavrularla karismamasi ig¢in ortamdan
uzaklastirilmasi saglanmastir.

Pupa olusumundan itibaren ergin bireyler ¢ikmaya basladiginda, yaklagik dort
saatte bir virgin disi ve erkekler ayr1 ayr1 olacak sekilde farkli siselerde
toplanmustir.

Her deney grubu igin 2 deney sisesi kullanildigindan her siseye 25’er ergin birey

olmak tizere her bir doz igin 50 disi ve 50 erkek sinek toplanmistir.
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e Bu bireyler, bos siselere aktarilarak uygulamadan iki saat 6nce ag¢ birakilmistir.

e Ardindan ag¢ birakilan sinekler, larval mortalite deneyinde kullanilan 25 mg/ml,
50 mg/ml, 75 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan A. rosea tohumunun
metanolik ekstraktini i¢eren instant Drosophila besiyeri bulunan deney siselerine
aktarilarak uygulama gruplari olusturulmustur (Sekil 3.6).

e Negatif ve solvent kontrol grubu olarak sirasiyla distile su ve distile su + NaCl
kullanilmustir.

e Deneyler, kontrol gruplar1 ve uygulama gruplar1 dahil olmak iizere ayni siire
zarfinda baglatilmistir. Sinekler, her giiniin baginda ve sonunda sayilmustir.

e Olii sineklerin say1s1 not edilip kiiltiir siselerinden uzaklastirilmustir.

e Besiyeri tazeleme islemi haftada bir kez olacak sekilde yapilmistir. Bu sekilde

deneye son birey odliinceye kadar devam edilmistir.

Omiir uzunlugu deney diizenegi Sekil 3.7°de gosterilmistir.

Sekil 3.6. Omiir uzunlugu deneyi
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yumurta Japy; pupa

virginler toplanir, deney kurulur.

haftada bir
besiveri
degistirilir.
eski besiveri
veni besiyveri
2]  Gliiler not edilir -~
E‘ vasavan sinekler veni
% hesiverine aktarihr a
eski mamadan

a aktarilan &lii
sinekler not edilir.

veni besiveri

Sekil 3.7. Omiir uzunlugu deney diizenegi [116]

3.2.9. Larval mortalite, ortalama ve maksimum 6miir uzunlugunun belirlenmesi

Larval mortalite, negatif kontrol grubu esas alinarak belirlenmistir. Omiir uzunlugu
caligmasinda ise yagsamaya devam eden sineklerin sayisinin %50’ye ulastig1 giin ortalama
Oomiir uzunlugu olarak belirlenirken; bu sineklerin sayisinin %10’a ulastigi giin

maksimum ortalama dmiir uzunlugu olarak belirlenmistir [117].

3.3. istatiksel Analiz

Larval mortalite ve omiir uzunlugu deneylerinden elde edilen veriler IBM Statistics
SPSS26.0 programi kullanilarak analiz edilmistir. Kontrol ve deney gruplarinin
maksimum ve ortalama 6miir uzunluklarina ait elde edilen ortalamalarin farklilik gosterip
gostermedigi “Tek Yonli Varyans Analizi” (One Way ANOVA) kullanilarak analiz
edilmistir. Farkliliklarin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek i¢in ise gruplar
aras1 karsilagtirllmalarda LSD testi kullanilmistir. Bireylerin hayatta kalis egrileri

Microsoft Windows Office Excel programi kullanilarak olusturulmustur.
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4, BOLUM

BULGULAR

Bu c¢alismada, geleneksel tip ve fitoterapi alanlarinda kullanilan Alcea rosea’nin olasi
etkileri, model organizma Drosophila melanogaster’in Oregon R yabanil soyunda larval
mortalite ve 6miir uzunlugu yontemleri ile arastirilmistir. Bu amagla, larval mortalite ve
omiir uzunlugu deneyleri igin distile su ile olusturulan negatif kontrol grubu, distile su +
NaCl’den olusturulan solvent kontrol grubu ve bitki oOziitiinii igeren ti¢ farkl
konsantrasyona (25 mg/ml, 50 mg/ml ve 75 mg/ml) sahip deney gruplar ile caligilmistir.
Bitkinin larva ve ergin bireylerdeki olasi etkileri belirlenerek sonuglar fotograflanarak

grafiklerle gosterilmistir.

4.1. A. rosea Tohumlarimin Metanol Ekstraktinin 3. Evre Larvalarda Mortalite
Uzerine Olan Etkileri

A. rosea tohumlarinin larval mortalite {izerine olan etkilerini tespit etmek amaciyla bitki
ozitiiniin farkli konsantrasyonlari (25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml) D. melanogaster’in
3.evre larvalarina uygulanmis ve larvadan pupaya, pupadan ergine gelisen bireyler giinliik
olarak incelenmistir. Larval mortaliteyi belirlemek amaciyla her bir grup icin 100 larva
yirmi beserli gruplar halinde siselere eklenerek bu larvalardan 6len larvalar,
erginlesebilen bireyler not edilmis ve elde edilen veriler istatistiki olarak

karsilastirilmistir. Deneyler i¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Belirlenen dozlarda doz artigina bagli olarak larval mortalitede artis gozlenmistir. Negatif
kontrol grubunda larval mortalite oran1 %0 olarak belirlenirken; 25 mg/ml, 50 mg/ml ve
75 mg/ml uygulama gruplarinda larval mortalite orani sirasiyla %11,39, %14,59 ve
%17,79 olarak tespit edilmistir. 50 mg/ml ve 75 mg/ml uygulama gruplarina kiyasla 25
mg/ml’lik uygulama grubunun daha diisiik larval mortalite oranina sahip oldugu
belirlenmistir. Doz artigina bagl olarak meydana gelen yiizde mortalite orani istatistiksel

olarak degerlendirildiginde ANOVA testinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik
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gorlilmiistiir (p < 0,05) (Tablo 4.1.). Farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu
belirlemek i¢in LSD testi uygulanmistir. Negatif kontrol grubu ile deney gruplar arasinda
25 mg/ml ve 50 mg/ml p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilik goriiliicken 75 mg/ml doz ile
hem negatif kontrol hemde solvent kontrol gruplari arasinda p < 0,01 diizeyinde anlaml
farklilik goriilmiistiir. Bu sebeple ayn1 dozlarla ortalama ve maksimum 6miir uzunlugu

deneyleri yapilmasina karar verilmistir.

Tablo 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki A. rosea tohumunun metanolik o&ziitiine
maruz kalan D. melanogaster Oregon R soyuna ait 3.evre larvalarda larval
mortalite degerlerine ait istatistiki degerlendirmeler

Deney gruplari Larva Ergin hale gelen birey sayisi Mortalite orani
sayl1st (%)
Negatif kontrol 100 93,67 £ 1,53 %0
Solvent kontrol 100 92,00 + 2,65 %1,78
25 mg/ml 100 83,002 £ 8,18 %11,39
50 mg/ml 100 80,00%°+ 7,00 %14,59
75 mg/ml 100 77,0029+ 519 %17,79

a: negatif kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli, b: negatif kontrole gore p < 0,01 diizeyinde anlamli, c:
solvent kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli, d: solvent kontrole gére p < 0,01 diizeyinde anlamli

Negatif ve solvent kontrol gruplarinda larvalarin hayatta kalis oran1 sirasiyla %93,67 ve
%92 olarak tespit edilmigtir. Larva doneminden itibaren farkli konsantrasyonlarda A.
rosea tohum oziitii igeren besiyerinde beslenen larvalarin 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 75
mg/ml’lik konsantrasyonlara ait uygulama gruplarinda ise hayatta kalis oran1 sirasiyla
%83, %80 ve %77 olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.). Bu kapsamda, kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda uygulama gruplarinda hayatta kalis oraninin farkli oranlarda azaldigi

tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Oregon-R yabanil soya ait 3.evre larvalarda farkli konsantrasyonlardaki A.
rosea tohumunun metanolik Oziitiiniin larval toksisite iizerine etkilerinin
karsilastirilmasi

Ayrica, larval mortalite deneyi kapsaminda gelisimini tamamlayamayip 6len larvalar,
pupa evresine gecip bu evrede kalarak ergin bireye gelisemeyen ve ergin hale gelen ancak
malformasyonlara sahip olan tim bireyler stereo mikroskop altinda incelenerek
fotograflanmistir (Sekil 4.2, 4.3, 4.4).

25 mg/ml’lik konsantrasyona ait uygulama gruplarindaki bireylerde pupa donemini
neredeyse tamamlamis ancak ergin birey haline gelisememis (Sekil 4.2.a-b-c-d-e),
abdomen bdlgesinde saga-sola kivrilma (Sekil 4.2.1), toraks ve abdomende sislik (Sekil
4.2.9-h), kanatlarda makas benzeri tirtikli bir yap1 (Sekil 4.2.i-1) olmak flizere ¢esitli

malformasyonlar saptanmustir.
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Sekil 4.2.

25 mg/ml’lik  konsantrasyona  ait uygulama  gruplarindaki
malformasyonlar: a-b-c-d-e. pupa dénemini neredeyse tamamlamis ancak
ergin birey haline gelisememis bireyler; f. abdomen bolgesinde saga-sola
kivrilma; g-h. toraks ve abdomende sislik; 1-i. kanatlarda makas benzeri
tirtikl1 bir yap1

33



50 mg/ml’lik konsantrasyona ait uygulama gruplarinda pupa evresine gecip ergin hale
gelisemeyen (Sekil 4.3.a), pupa evresini tamamlayip ergine gegis siirecini neredeyse
tamamlayan ancak bu evrede olen (Sekil 4.3.b), kanat ve toraks kisminda cesitli
malformasyonlara sahip ve genel itibariyle dogru bir gelisim gostermeyen (Sekil 4.3.c),
tirtiklt yapiya benzer kanata ve gelismemis abdomen yapisina sahip (Sekil 4.3.d),
kanatlarda malformasyonlarin gozlendigi (Sekil 4.3.e-f), toraks bdlgesinde saga
yigilmanin oldugu (Sekil 4.3.9), toraks ve abdomende sislik (Sekil 4.3.h) ve abdomen
bolgelerinde anomaliye sahip (Sekil 4.3.i-1) bireyler elde edilmistir.
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Sekil 4.3.

50 mg/ml’lik  konsantrasyona  ait uygulama  gruplarindaki
malformasyonlar: a-b. pupa evresine gegip ergin hale gelisemeyen,
erginlesme siirecinde Olen, c. kanat ve toraks bolgesinde malformasyon, d.
tirtikli yapiya benzer kanat ve gelismemis abdomen, e-f. kanatlarda
malformasyonlar, g. toraksta saga yigilma, h. toraks ve abdomende sislik,
i-1. abdomen bolgelerinde anomali
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75 mg/mI’lik konsantrasyona ait uygulama gruplarinda normal gelisimini tamamlamamis
(Sekil 4.4.a.), viicut ve gbz yapisinda gesitli anomalilere sahip (Sekil 4.4.b-c), pupa
evresini tamamlayamayan ve ergin birey haline gelisemeyen (Sekil 4.4.d-e.), toraks
bolgesinde sislige sahip (Sekil 4.4.f), abdomeni gelismemis (Sekil 4.4.9.) bireyler tespit

edilmistir.

75 mg/mI’lik konsantrasyona ait uygulama gruplarinda bireyler genellikle kiigiik viicut
yapisina sahiptir. Bu durum, normal birey ve kiigiik viicut yapisina sahip birey olmak
tizere karsilastirilmali olarak Sekil 4.4.h.’de (sol taraftaki normal bir birey; sag taraftaki

kiigiik viicut yapisina sahip bir birey) gosterilmistir.
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Sekil 4.4. 75 mg/ml’lik  konsantrasyona ait  uygulama  gruplarindaki
malformasyonlar: a. diizgiin bir gelisim gosterememis birey, b-c. viicutta
ve gozde cesitli anomaliler, d-e. pupa evresinde kalip erginlesemeyen
bireyler, f. toraksta sislik, g. gelismemis abdomen, h. biiyiik (sol) ve kii¢iik
(sag) viicut yapisina sahip bireyler

Istatistiki olarak anlamli sonuglar elde edilerek morfolojik yapilar degerlendirildiginde,
erginlesen bireylerin %46,61’inde malformasyonlar oldugu tespit edilmistir. 25 mg/ml,
50 mg/ml ve 75 mg/ml uygulama gruplarinda olusan bireylerin sirasiyla %37, %47 ve
%356’sinda anomali gozlemlenerek doz miktar1 artttkga malformasyonlara sahip

bireylerin sayisinda da artis oldugu belirlenmistir.
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4.2. A. rosea Tohumlarmin Metanol Ekstraktinin Omiir Uzunlugu Uzerine Etkileri

A. rosea tohum 0ziitii larval mortalite deneyinde ¢alisilan konsantrasyonlarda (25 mg/ml,
50 mg/ml, 75 mg/ml) D. melanogaster’in Oregon R yabanil soyunun disi ve erkek
bireyleri icin ayr1 olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler, kontrol gruplarina ait

veriler ile karsilastirilarak istatistiksel analizler yapilmistir (Tablo 4.2.).

Ortalama 6miir uzunlugu negatif ve solvent kontrol gruplarinin disi bireylerinde sirasiyla
48,58 £ 4,16 ve 39,35 + 8,18 giin olarak tespit edilirken erkek bireylerde 38,63 + 0,19 ve
35,25 £2,01 giindiir. 25 mg/ml bitki ekstrakti uygulanan erkek bireylerde ortalama 6miir
uzunlugu 31,72 + 3,32 giin iken doz artisina bagli olarak ortalama 6miir uzunlugu azalmis
ve 75 mg/mI’lik uygulama grubunda 26,24 + 8,86 giine diismiistiir. Ayn1 sekilde disi
bireylerde uygulanan doz miktar1 25 mg/ml’den 75 mg/ml’ye ¢ikarildiginda ortalama
omiir uzunlugu 35,15 + 7,75 giinden 23,68 + 1,08 giine diismiistiir (Tablo 4.2, Sekil 4.5.,
Sekil 4.6.). Uygulanan madde konsantrasyonlarinda cinsiyete bagli olarak ortalama 6miir
uzunluklar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde disi bireyler ve erkek bireyler
arasinda ortalama omiir uzunluklar1 agisindan anlamli bir farklilik bulunamamistir (p >

0,05) (Tablo 4.2).

Her iki popiilasyona ait ortalama miir uzunlugu degerleri kontrol ve uygulama gruplari
ile karsilastirildiginda en uzun ortalama 6miir uzunlugunun negatif kontrol grubunda, en
kisa ortalama Omiir uzunlugunun ise 75 mg/ml’lik uygulama grubundaki bireylerde

oldugu tespit edilmistir.

Cinsiyete gore maksimum omiir uzunlugu bulgular1 erkek bireyler i¢in negatif kontrol,
solvent kontrol, 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 75 mg/ml dozlar igin sirastyla 56,66 + 5,50,
53,66 = 0,57, 49,00 + 14, 53,66 = 12,50 ve 61,66 = 7,50 giin; disi bireyler i¢in 64,00 +
3,46, 48,66 + 19,09, 50,66 + 13,43, 56,00 +14,14 ve 53,00 £ 4,24 giin olarak elde
edilmistir. Uygulanan dozlarda cinsiyete bagli olarak maksimum Omiir uzunluklari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde disi ve erkek bireyler arasinda maksimum omiir

uzunluklar1 agisindan anlamli bir farklilik bulunamamaistir (p > 0,05) (Tablo 4.2.).
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Her iki popiilasyona ait maksimum Omiir uzunlugu degerleri kontrol ve uygulama
gruplari ile karsilastirildiginda en uzun maksimum omiir uzunlugunun kontrol grubunda,
en kisa maksimum Omiir uzunlugunun ise disilerde solvent kontrol grubunda, erkeklerde

25 mg/ml’lik uygulama grubundaki bireylerde oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.2. A. rosea tohumunun metanolik Oziitii ile beslenen Oregon-R yabanil
soyunun disi ve erkek bireylerine ait ortalama ve maksimum Omiir
uzunlugu degerleri (p >0,05)

@2 34
Deney Birey Ortalama 6miir ~ Maksimum 6miir =~ Ortalama 6miir ~ Maksimum 6miir
gruplari sayl1st uzunlugu + SS uzunlugu + SS uzunlugu + SS uzunlugu + SS
Negatif 100 48,58 £ 4,16 64,00 £ 3,46 38,63 +£0,19 56,66 £ 5,50
kontrol (BK)
Solvent 100 39,35+ 8,18 48,66 + 19,09 35,25 +2.01 53,66 £ 0,57
kontrol (SK)
25 mg/ml 100 35,15+7,75 50,66 + 13,43 31,72 +£3,32 49,00 = 14
50 mg/ml 100 31,21 £ 7,09 56,00 £ 14,14 31,35+4,95 53,66 £ 12,50
75 mg/ml 100 23,68 £ 1,08 53,00 £ 4,24 26,24 + 8,86 61,66 = 7,50

SS: Standart Sapma
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Sekil 4.6. A. rosea tohumunun metanolik Oziitii ile beslenen Oregon-R yabanil

soyunun erkek popiilasyonuna ait hayatta kalis grafigi

Doz artisina baglh olarak kontrol gruplar ile deney gruplar1 agisindan ortalama Omiir
uzunlugu verileri hesaplanmigtir. Negatif kontrol grubunda ortalama omiir uzunlugu

43,61 £+ 6,05 giin olup, tez ¢alismasinda arastirilan 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 75 mg/ml
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dozlarinda 6miir uzunluklar sirasiyla 33,44 + 5,65, 31,28 £ 5,47, 24,96 + 5,82 giin olarak
bulunmustur. Doz artisina bagli olarak dmiir uzunlugunun azalmakta oldugu goriilmiistiir.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede 25 mg/ml doz grubu ile negatif kontrol grubu
karsilagtirildiginda aralarindaki fark p < 0,05 diizeyinde anlamli goriilmiistiir. 50 mg/ml
ve 75 mg/ml dozlari ile negatif kontrol grubu karsilastirildiginda ise gruplar arasi fark p
< 0,01 diizeyinde anlamli bulunmustur. 75 mg/ml doz grubu ile sirasiyla solvent kontrol
grubu karsilastirildiginda p < 0,01 diizeyinde, 25 mg/ml doz grubu arasinda p < 0,05
diizeyinde anlamli iliski bulunmustur (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Doz artigina bagli olarak ortalama ve maksimum 6miir uzunlugu verileri

Deney gruplar Ortalama 6miir uzunlugu + SS  Maksimum 6miir uzunlugu + SS
Negatif kontrol (BK) 43,61 £ 6,05 61,33 +6,18
Solvent kontrol (SK) 37,30 £ 5,78 51,16 £ 8,97
25 mg/ml 33,44 £ 5,652 49,83 £ 10,74
50 mg/ml 31,28 +5,47° 54,83 + 10,20
75 mg/ml 24,96 + 5,82 bcd 57,33+ 6,97

SS: Standart Sapma, a: Negatif kontrole gore (p <0,05), b: Negatif kontrole gore (p <0,01), c: Solvent
kontrole gore (p < 0,01), d: 25 mg/ml’ye gore (p < 0,05)
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5. BOLUM

SONUCLAR ve ONERILER

Insanlar ilk gaglardan beri beslenme veya hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla doganin
sundugu otlar, cigekler, yapraklar dahil olmak iizere bitkilerden yararlanmislardir.
Diinyadaki insan niifusunun yaklasik %80’inin geleneksel tipa giivendigi ve birgogunun
da hastaliklar1 tedavi etmek icin bitkilerden yararlandig: bilinmektedir [118]. Ulkemizde
ise bitkiler genellikle halk arasinda tedavi amaclh gida, ¢ay, baharat, ugucu yaglarindan
yararlanma gibi gesitli tibb1 amaglar i¢in kullanilmaktadir [119]. Beslenmenin kisinin
Omiir uzunlugunu, yasam kalitesini artirmak ve saglikli bir yaslanma siireci gegirebilmesi
i¢in oldukga onemli bir faktor oldugu bilinmektedir [120]. Boylece, insanlarin bitkilerle
olan iligkisinin yasam kalitelerinde beslenme gibi bir g¢evresel faktorden
etkilenebilecegini soylemek miimkiindiir. Bu kapsamda, giiniimiize kadar 20.000’¢ yakin
tiirle temsil edilen tedavi amaglhi kullanilan bitkilerin yaslanma siirecindeki rolii ve yasam
kalitesi lizerindeki etkileriyle ilgili calismalarin heniiz tam istenen diizeye ulasamadigini
belirtmek miimkiindiir. Bu nedenle tez ¢alismamizda, tilkemizde tedavi edici bitki olarak
kullanilan Malvaceae familyasina ait Alcea rosea tiiriiniin Drosophila melanogaster’de

larval ve ergin toksisite tizerine olan etkileri belirlenmistir.

Malvaceae, Tirkiye’de 10 cins ve 47 tiir ile temsil edilmekte ve Alcea cinsine ait 17 tiiriin
tilkemizde yayilis gosterdigi bilinmektedir [33,121]. Bu tiirler Alcea acaulis, Alcea
striata, Alcea remotiflora, Alcea digitata, Alcea setosa, Alcea apterocarpa, Alcea
kurdica, Alcea heldreichii, Alcea calvertii, Alcea hohenackeri, Alcea pisidica, Alcea
guestii, Alcea biennis, Alcea dissecta, Alcea excubita, Alcea flavovirens, Alcea
fasciculiflora ve Alcea rosea’dir. A. rosea yabani bir bitki tiirii olup genellikle diiz, bos

arazilerde ve yol kenarlarinda yetigsmektedir.

Kordali ve arkadaglar1 A. rosea yapraklarinin yiliksek miktarda antioksidan, fenolik madde

ve toplam karotenoid miktarina sahip oldugunu ifade ederek A. rosea’nin farkli alanlarda
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kullanim potansiyelinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir [122]. Ayn1 sekilde baska bir
caligmada, A. rosea tohumlarinin antioksidan bakimindan ¢ok zengin oldugu, tohum
ekstraktinin kolon kanserinin erken evrelerinde gii¢lii serbest siiplirme yetenegi gosterdigi
ve bitkinin tohumlarinin diizenli kullaniminin kolon kanseriyle miicadelede etkili

olabilecegi ileri siiriilmiistiir [123].

2022 yilinda Nazir ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, A. rosea’nin
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris ve Escherichia coli bakterilerinde antibakteriyel aktivitesi arastirilmustir.
Bitkinin metanol ve etil asetat 6ziitlerinin doza bagl bir sekilde K. Pneumoniae harig
ilgili bakterilere kargi yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi, bitkinin metanolik
ekstraktinin ¢aligilan bakterilerden Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa'ya karsi
daha etkili oldugu ifade edilirken etil asetat ekstraktinin ise E. coli ve Staphylococcus

aureus’da en yiiksek aktibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir [124].

Literatlir taramalar1 yapildiginda, A. rosea’nin D. melanogaster iizerindeki etkileriyle
ilgili verilere rastlanilmamistir. Bu nedenle ¢alismamizdan elde edilen bulgular, A.
rosea’nin farkli organizmalardaki etkileri ve Malvaceae familyasina ait bazi bitkilerin D.

melanogaster iizerindeki etkileriyle ilgili veriler esas alinarak degerlendirilmistir.

A. rosea ¢igeklerinin KK-Ay farelerinde (tip 2 diyabet mellitus i¢in kullanilan deneysel
bir model) serum trigliserit ve glikoz diizeylerini kayda deger 6l¢iide azalttigi, sahip
oldugu dihidroflavonollerle metabolik enzimleri transkripsiyon seviyesinde diizenleyerek
glikoz metabolizmasini iyilestirebilecegi ve hatta hipoglisemik aktiviteye sahip oldugu
Zhang ve arkadaglan tarafindan ileri stiriilmistiir [19]. Benzer bir ¢alismada, A. rosea
tohum 0ziitiinlin anti-hiperglisemik ve antioksidan aktiviteleri, aclik kan sekeri diizeyi,
karaciger ve pankreasin antioksidan seviyesi in vivo olarak degerlendirilerek
antidiyabetik ve antioksidatif aktiviteleri kanitlanmistir. A. rosea tohumunun sulu ve
metanolik Oziitliniin diyabetik farelerde kandaki glikoz seviyesini sirasiyla %24 ve %46
oraninda azalttig1 ifade edilerek bu bitkinin antidiyabetik etkinligi ilk kez rapor edilmistir

[125].
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D. melanogaster hemolenfinde dolasan enerji kaynaklar1 glikoz ve trehalozdur [126].
Trehaloz, iki glikoz molekiiliniin yogunlastirilmasi ile sentezlenen, Drosophila
hemolenfindeki birincil seker olup yiiksek konsantrasyonlarda tolere edilebilen bir
disakkarittir [127,128] Boceklerdeki seker seviyesi, besin maddesinin igerigindeki seker
miktariyla birlikte artis gostermektedir [129]. Yapilan ¢alismalarla giilhatmi bitkisinin
hem c¢iceginin hem de tohumunun hipoglisemik aktivite gosterdigi goz Oniinde
bulundurularak tez kapsaminda gergeklestirilen larval mortalite deneyinde, A. rosea
tohum 06ziitii ile beslenen larvalarda glikoz seviyesinin diisiik olabilecegi ve bu nedenle
larvadan ergine gelisemeyen bireyler oldugu gibi, glikoz yetersizligi sonucu larvadan
ergine gelisen bireylerin de kalitesiz bireyler olmasinin nedeni, bitkinin hipoglisemik
aktivitesinden kaynakli olabilir. Ayrica, malformasyonlara sahip bu kalitesiz bireyler,
gelisim siirecinde ilgili genlerde olusan nokta mutasyonlar1 sonucu da meydana gelmis

olabilir.

Larval mortalite deney sonuglar1 degerlendirildiginde, yalnizca distile su iceren negatif
kontrol grubundaki larvalarda mortalite oran1 %0 olarak tespit edilmistir. En disiik (25
mg/ml) ve en yiiksek konsantrasyona (75 mg/ml) sahip uygulama gruplari i¢in larval
mortalite orani sirastyla %11,39 ve %17,79 olarak belirlenmistir. Bu kapsamda,
Malvaceae familyasina ait, genellikle tedavi edici bitki olarak kullanilan Pachira
aquatica’nin Drosophila melanogaster iizerindeki etkileri arastirilan bagka bir ¢alismada
bitkinin tohumundan elde edilen yagin, D. melanogaster’de %80’den fazla hayatta kalma
orani ile 6nemli toksik etkilere neden olmadig: bildirilerek elde edilen bulgular bu tez

calismasindaki veriler ile benzerlik gostermektedir [130].

Diger birgok hayvanda oldugu gibi Drosophila da besin maddelerinden gelen fazla
enerjiyi glikojen seklinde depolamaktadir [131]. Ancak A. rosea’nin hipoglisemik
aktivitesinden dolayr Drosophila’da depo glikoz yani glikojen miktar1 yeteri kadar
olmayabilir. Glikojen metabolizmasindaki eksiklik ise, larvalarda yar1 oldiiriiciilige
neden olur [132]. Bu nedenle, uygulama gruplarindaki larval mortalite oranlar glikojen

metabolizmasindaki eksiklikten kaynakli olabilir.
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Boceklerde, ugus kaslart dogrudan ugus kaslari ve dolayli ugus kaslar1 olmak iizere iki tip
olup viicut agirligiin biiytik bir béliimiinii olusturur. Dolayli ugus kaslari, hayvanlarda
bulunan en fazla enerji tiikketen kaslardan biridir [133]. Bu nedenle, Drosophila ugus
kaslarinin  enerji ihtiyact hemolenfte bulunan yiiksek trehaloz seviyesi ile
karsilanmaktadir [127]. Bu kapsamda degerlendirilme yapildiginda, larval mortalite
deneyinde kalitesiz bireylerde goriilen makas benzeri tirtikli kanat yapisinin A. rosea
tohum 06ziitii ile beslenen larvalardaki yeterli glikoz, trehaloz ihtiyacinin karsilanamamasi
ve bu nedenle ugus kaslarina yeterli miktarda trehaloz saglanamadigindan gerceklesmis
olabilir. Ayrica, kanatlardaki malformasyonlar homeotik gende meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklanabilmektedir [134,135]. A. rosea ile ayn1 familyada yer alan,
dizanteri, artrit ve yaralarin tedavi edilmesinde kullanilan Luehea divaricara’nin D.
melanogaster’deki etkisi somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile belirlenmis,

mutasyon sikliginin énemli derecede yiiksek olmadigi Felicio ve arkadaglari tarafindan
bildirilmistir [136].

Hanif ve arkadaslar1 kobay trakea dokularin1 kullanarak A. rosea ¢igeklerinin
bronkodilatér etkisini degerlendirmek {izere bir c¢aligma gergeklestirerek bitki
ekstraktinin, K* ve karbamilkolin ile indiiklenen kasilmalar1 gevsettigini bildirmislerdir.
Calismanin sonucunda, A. rosea'nin fosfodiesteraz enzimi ve Ca?* akisini inhibe etmesi
sonucu bronkodilatasyona neden olarak bitkinin solunum bozukluklarindaki potansiyeli
dogrulanmigtir [137]. Ayrica, bu ¢alismada A. rosea’da toplam 19 tane yag asidi ve

esterleri ilk kez GC-MS ile tespit edilerek rapor edilmistir [137].

Sherwani ve c¢alisma arkadaslart da A. rosea’da kromatografik, kimyasal ve
spektroskopik yontemlerle analiz yaparak bitkinin tohumunun yaginda normal yag
asitleri ve HBr reaktif siklopropenoid yag asitlerinin bulundugunu tespit etmislerdir
[138]. Siklopropenoid yag asitlerinin lipid metabolizmasini, bdbregin islevini,
iltihaplanmay1 etkiledigi ve bu yag asitlerinin insan viicudunda emildigi, fizyolojik bir

role sahip olabilecegi bildirilmistir [139,140,141].
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Son zamanlarda arastirmacilar, asir1 yag icerikli besinlerin Drosophila’nin sagligi ve
fizyolojisi iizerine etkisini arastirmaya yonelmislerdir. Lipitler enerji metabolizmasi,
hiicre zarlarinin biitiinliigl, sinyal molekiillerinin biyosentezi ve 6zellikle ergin disi
sineklerde oogenez icin gereken dnemli besin maddelerinden biridir [142,143]. Ancak
yapilan c¢aligmalar sonucunda, asir1 yag icerikli besinlerin hem erkek hem disi
Drosophilalarda 6liim oranini 6nemli dlgiide arttirdigi ve 6miir uzunlugunu da kisalttigi
kamtlanmistir  [144,145,146]. Ayrica, asir1  yaglhh  beslenmenin yasla birlikte
Drosophila’larin tirmanma yeteneginde azalmaya neden oldugu da bildirilmistir [147].
Birse ve arkadaglari, asir1 yagli besin maddesi ile bir hafta beslenmenin bile negatif
jeotaksis, kalp fonksiyonu, insiilin sinyali ve glikoz homeostazi iizerinde olumsuz etkileri

oldugunu ifade etmislerdir [148].

Calismamizda omiir uzunlugu deneylerinde elde edilen verilere gore, disi bireylerde
negatif kontrol grubunda ortalama 6miir uzunlugunun 48,58 + 4,16 giin, erkek bireylerde
38,63 £ 0,19 giin oldugu belirlenmistir. En diistik (25 mg/ml) ve en yiiksek (75 mg/ml)
konsantrasyona sahip uygulama gruplarindaki disilerin ortalama 6miir uzunlugu sirasiyla
35,15+ 7,75 ve 23,68 £+ 1,08 giin; erkeklerde ise 31,72 + 3,32 ve 26,24 + 8,86 glin olarak
tespit edilmistir. Bu kapsamda, daha 6nce yapilan ¢alismalar ile A. rosea’da tespit edilen
cesitli yag asitlerinin tez c¢alismasinda kullanilan konsantrasyonlarda (25 mg/ml, 50
mg/ml ve 75 mg/ml) ergin bireylerin ortalama 6miir uzunlugunun kisalmasinin nedeni
olarak degerlendirilebilir. Ancak, Kanno ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Malvaceae familyasinin {iyesi olan ve metabolik hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilan
Theobroma cacao (kakao) bitkisinden elde edilen triptamitin yag asidinin ise D.
melanogaster’in  omiir uzunlugunu artirabilecegi bildirilerek tez ¢aligmasindaki

bulgularimizla benzerlik géstermemektedir [149].

Drosophila ve memelilerin enerji metabolizmasinda gorev alan organlar arasinda birgok
benzerlik vardir. Ikisinde de besinler bagirsaklar tarafindan emilir ve iskelet kaslari
goniillii enerji harcamasindan sorumludur [150]. Drosophila yag dokusu memelilerdeki
yag dokusuna benzer sekilde fazla enerjiyi trigliserit formunda depolar ve memeli
karacigerine benzer olarak metabolizma, besin algilamadan ve glikojen depolamadan
sorumludur [151,152]. Tiim bunlara ek olarak, memelilerde bulunan insiilin/glukagon

endokrin sistemine benzer insiilin benzeri peptidler ve glukagon benzeri adipokinetik
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hormon Drosophila’da glikoz ve lipid metabolizmasinda 6nemli rol oynar [153, 154].
Sonug olarak enerji metabolizmasinin Drosophila ve memeliler arasinda benzer olan
hiicre i¢i, parakrin ve endokrin sinyaller tarafindan diizenlendigini sdylemek miimkiindiir
[150]. Bu kapsamda, enerji metabolizmasinda gorev alan organlar, metabolik yollar ve
besin maddelerinden ATP iretimi siireci, insanlar ve D. melanogaster arasinda

karsilastirilarak degerlendirilebilir [150].

Tez kapsaminda gergeklestirilen larval mortalite ve dmiir uzunlugu verilerine dayanarak
A. rosea tohumunun metanolik 6ziitiiniin dogrudan toksik olmadigi, dolayli bir sekilde
bazi mekanizmalar tetikleyerek etkisinin olabilecegi sonucuna varildi. Bu nedenle,
Drosophila’daki sonuglarin memelilerde de benzer etkilere sebebiyet verebilecegi
diistiniilmektedir. Bu kapsamda, Malvaceae familyasina ait A. rosea ile ilgili ¢aligmalarin
artirllmasi, oOzellikle in vivo calismalara Oncelik verilerek bitkinin daha detayl
arastirmalara tabii tutulmasi ve elde edilecek veriler dahilinde olasi etkilerinin

belirlenmesi gerektigi onerilmektedir.
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