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Ozet

Yapilan bu ¢alismada, farmakolojik etkileri ile bilinen ve insanlar tarafindan
yaygin olarak kullanilan Salvia officinalis (adagayr) ekstraxtinin, omurgasiz
model organizma Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)
hemolenfinin antioksidan enzim aktivitesi (SOD, CAT ve MDA) uzerindeki
etkileri aragtirilmistir. Bu amagla, aktarlardan temin edilen S. officinalis’in
soxhlet cihazi ile %70 ethanol kullanilarak ekstrakti ¢ikartilmigtir. Donel
buharlastiric1 ile ¢6ziiciiniin uzaklastirilmasmin ardindan elde edilen kuru
madde %10 DMSO igerisinde %0.1, 0.25, 0.5 ve 1 oranlarinda ¢6zdiiriilerek
deney c¢ozeltileri hazirlanmustir. Bu ¢ozeltiler; 6rneklerin her birine 5ul
olacak sekilde enjekte edilmistir. Uygun bekleme siiresinden sonra hemolenf
toplanmis ve enzim analizleri i¢in kullanilmistir. Tiim deney absorbans
degerleri toplam protein belirlenmesinde kullanilan mikroplaka okuyucuda
uygun dalga boylarinda belirlenmistir. Deney sonuglari, toplam protein
miktar1 ile karsilastirilarak hesaplanmistir. Her bir deney icin 16 larva
kullanilmis ve dort tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Calisma sonunda elde
edilen veriler uygun istatistik testler ile degerlendirilmistir. Calismanin
sonuglarma gore; S. officinalis’in diisiik konsantrasyonlarda bir prooksidan
gibi davranarak oksidatif stresi tetiklemesi ve yiksek konsantrasyonlarda
enzimatik savunmayi (SOD) uyararak hasar1 engellemesi, tibbi bitkilerin in
vivo bdcek modellerinde kompleks fenolik yapilarina bagli olarak ¢ift yonlii
(hormetik) etki ettigi soylenebilir.
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The Effect of Salvia officinalis Extract on the Hemolymph Antioxidant Enzyme Activity
of Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)

Abstract

The objective of the present study is to examine the impact of Salvia
officinalis (sage) extract, a pharmaceutical product that has been extensively
utilised and commercialised, on the antioxidant activity (SOD, CAT, and
MDA) of the hemolymph of the invertebrate model organism Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae). For the aim of the study, an extract of
S. officinalis was obtained from the transferred specimens. This was achieved
by extracting the material using a soxhlet apparatus with 70% ethanol.
Following the removal of the solvent through the utilisation of a rotary
evaporator, the resultant dry matter was then diluted in 10% DMSO at
concentrations of 0.1, 0.25, 0.5, and 1% to prepare the experimental solutions.
These solutions were transferred to one of the samples for a period of 5 pl.
Following the completion of the designated incubation period, the
hemolymph was collected and utilised for the purpose of enzyme analysis.
All experimental values of absorbances were determined at appropriate
wavelengths by means of a microplate reader, the purpose of which was total
protein determination. The experimental results were calculated by way of
comparison with the total protein amount. During the experiment, 16 larvae
were utilised. This experiment was performed in four replicates. The data
obtained at the end of the study were evaluated using appropriate statistical
tests. The study concluded that S. officinalis acts as a prooxidant at low
temperatures, thereby triggering oxidative stress and inhibiting fragmentation
by stimulating high levels of enzymatic defense (SOD). The treatment
regimen has been demonstrated to exhibit bidirectional (hormetic) action
strategies in in vivo insect models, depending on its complex phenolic
structure.

Research Article

Avrticle History

Received :17.12.2025
Accepted :30.01.2026
Keywords

Galleria mellonella
Salvia officinalis
catalase
malonaldehyde
superoxide dismutase

Atif: OZtUrk, R., 2026. Salvia officinalis Ekstraktinin Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)’nmin Hemolenf Antioksidan Enzim
Aktivitesi Uzerine Etkisi. ISPEC Tarum Bilimleri Dergisi, 10(1): 311-323. DOI: https://doi.org/10.5281/zenodo.18832012

Citation: Oztiirk, R., 2026. The Effect of Salvia officinalis Extract on the Hemolymph Antioxidant Enzyme Activity of Galleria mellonella
L. (Lepidoptera: Pyralidae). ISPEC Journal of Agricultural Sciences, 10(1): 311-323. DOI: https://doi.org/10.5281/zenodo.18832012

© Bu galisma ISPEC Tarum Bilimleri Dergisi tarafindan Creative Commons Lisansi (https://creativecommons.org/licenses/by-

nc/4.0/) kapsaminda yayinlanmistir.

311


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://orcid.org/0000-0001-7976-1790

1.Giris

Insanlik, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
daha yiiksek bitki Ozlerinin  kullanimi
konusunda biiyiik bir ge¢mise sahiptir ve sifali
bitkiler ~diinya c¢apinda bir¢ok insanin
hayatinda oOnemli bir rol oynadig1 igin,
kullanimlar1 6nemli dl¢iide artmistir (Gomez-
Flores ve ark., 2000). Bitkilerin ikincil
metabolitlerinin, yeni ilaglarmn
gelistirilmesinde dogrudan ara madde olarak
kullanilabilen c¢esitli fitokimyasallari kaynagi
oldugu, vyapilan pek c¢ok calisma ile
kanitlanmistir (Kaliora ve ark., 2014). Bu
bitkiler arasinda, Lamiaceae familyasina ait
olan ve 900’ den fazla tiirii bulunan Salvia
onemli bir cinstir. Bu bitki; 30 cm’den 1 m’ye
kadar boya ulasabilen ¢ok yillik bir cahdir.
Odunsu govdeleri, grimsi yapraklar1 ve giiclii
bir kokuya sahip mavi-mor ¢igekleri vardir.
Diinyanin her yerine yayillmis olmasma
ragmen, anavatani Akdeniz Bolgesi’dir (Min
ve Ahn., 2005; Saleh ve ark., 2025). Tip
alaninda ve mutfakta uzun bir kullanim
gecmisgine sahip olan bitki, giinlimiizde siis
bahge bitkisi olarak da degerlendirilmektedir
(Safi-eldin ve ark., 2025). Bu c¢alismada
kullanilan Salvia officinalis, Lamiaceae
familyasmnin en biiyik ve en Onemli
orneklerinden biridir. Salvia bitkisinin genel
olarak cok yonli farmakolojik etkileriyle
tanindig1 ve antiinflamatuar, antioksidan ve
antimikrobiyal etkinliginin yani1 sira yatistirici,

balgam  soktlrlicd, idrar soktlricl ve
antihipertansif  etkileri nedeniyle  kronik
bronsit, terleme, astim, kronik bobrek

yetmezligi, siroz ve koroner kalp hastaliginin
tedavisinde kullanildig: belirtilmektedir (Saleh
ve ark., 2025). Bu bitkinin farmakolojik
Ozellikleri, karakteristik etkili  bilesikleri
nedeniyle de gunimuizde iyi bilinmektedir
(Rasmy ve ark., 2012). Bunlar arasinda
alkaloidler, glikozidik turevler (flavonoid
glikozitler, kardiyak glikozitler ve saponinler),
fenolik bilesenler (flavonoidler, kumarinler ve
tanenler), steroidler, poliasetilenler,
terpenler/terpenoidler (monoterpenoidler,
diterpenoidler, triterpenoidler ve
seskiterpenoidler) yer almaktadir ve bitkinin
toprak iistli kisimlarindan elde edilen ugucu
yagda ise 120°den fazla bilesen tanimlanmigtir

Oztiirk

(Bellili ve ark., 2018). S. officinalis’in ayrica,
menopoz sirasinda sicak basmalarini azaltmak
ve adet dongiisiinii diizenlemek, istah artirmak
ve zihinsel kapasiteyi gelistirmek i¢in de
kullanildig1 tespit edilmistir (Jakovljevi¢ ve
ark., 2019). Pek ¢ok c¢aligma ise, S.
officinalis’in  serbest radikal temizleme
Ozelliklerine (Risaliti ve ark., 2019; Garg ve
Kumar, 2024) ve antikanser etkilerine
(Manuele ve ark., 2021; Xu ve ark., 2022)
sahip oldugunu gostermektedir (Safi- eldin ve
ark., 2025). S. officinalis ile ilgili yapilan bir
caligmada; S. officinalis’in su ve alkol

kullanilarak hazirlanmis u¢ farkli
konsantrasyondaki (%10, %20, %40)
ekstraktinin, farelerde toksik etkisi
arastirilmis, adacayinin ekstraktlarinda
bulunan ve kanser hiicrelerine kars etkili olan
bilesiklerin, serbest radikallerin

uzaklastirilmasi yoluyla hiicreleri ve dokular1
aktif oksijenden korumaya katkida bulundugu
tespit edilmis, ayrica sulu ve alkolli
ekstraktlarin toksik olmadiklar1 gézlenmistir.
Ayni c¢alismanin antioksidan aktivite testi
sonuglar1 ise, adagay1 bitkisinin alkolli
ekstraktinin  sulu ekstrakttan daha etkili
oldugunu gostermistir (Jasim ve ark., 2024). S.
officinalis yaprak extraktinin, Trichinella
spiralis ile enfekte edilmis fareler tizerindeki
antioksidan etkilerinin tespiti i¢in yapilan bir
calismada ise; S. officinalis ekstraktinin, denek
farelerin bagirsak ve kas dokularinda NO ve
MDA seviyelerini diisiirlirken SOD, CAT ve
GSH’yi  artirarak  bagisikhik  yanitini
giiclendirdigi ve inflamatuar yanit1 iyilestirdigi
gbzlenmistir. Bu ¢alismada; albendazol ve S.
officinalis’in kombinasyon halinde,
inflamatuar ve fibrotik gen ekspresyonunu
(FN1, TNFa, TGF-p ve IL-10) etkili bir
sekilde baskilayarak sinerjik terapotik etki
gosterdigi sonucuna da varilmigtir (Safi- eldin
ve ark., 2025). In vivo g¢aligmalar, deneyin
niteligi ve sonuglarmn giivenilirligi i¢in model
organizmalarla yiiriitiilmektedir. Caligmalarda,
omurgasiz model canli olarak kullanilan
tiirlerden en 6ne ¢ikan1 Galleria mellonella’dir
(Barillas- Mury ve ark., 2000; Mukherjee ve
ark., 2010; Loof ve ark., 2011; Junqueira,
2012; Browne ve ark., 2013; Sigle ve Hillyer,
2018). Bagisiklik ile ilgili calismalarda G.
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mellonella’nin giderek artan bir sekilde tercih
edilmesinin sebebi, memelilerin dogustan
gelen bagisiklik yanitlarina yapisal ve islevsel
olarak benzer bir bagisiklik sisteminin
bulunmasi (Vilmos ve Kurucz, 1998; Krautz
ve ark., 2014; Cutuli ve ark., 2019), insan
viicut 1sisinda (37 °C) canli kalabilmesi ve
uygulamalarda memeli model organizmalarla
benzer sonuglar elde edilmesidir (Sheehan ve
ark., 2018). Ayrica G. mellonella; pestisitlerin
etkilerinin belirlenmesinde (Altuntas ve ark.,
2012; Kurt ve Kayis, 2015), bitki fenolik
iceriklerinin etkilerinin arastirilmasinda ve
cesitli organik ve inorganik maddelerin
etkilerinin belirlenmesinde (Er ve ark., 2017;
Kaya ve ark, 2023) yaygm olarak
kullanilmaktadir. Biitlin canlilarda bagisiklik,
beslenme ve (reme ile birlikte hayatta
kalmanin temel unsurudur. Bdceklerde
bagisiklik iki temel yanit gurubundan olusur.
Bunlar; humoral ve hemosit aracili bagisiklik
tepkileridir. Bagisiklik yanitlar1 esnasinda
(enkapstilasyon- melanizasyon, pihtilagsma)
reaktif oksijen tirleri (ROS) ve ¢esitli
metabolit  reaktifler ortaya ¢ikmaktadir
(Dubovskiy ve ark., 2016). Bunlarin varligi
hiicrelerde DNA hasarina ve toksisiteye neden
olur. Bu maddelerin ortadan kaldirilmasinda
ve/ veya zararsiz hale getirilmesinde
antioksidan enzimler buyik bir rol oynar.
Bagisiklik ile bu yakimn iliskisinden dolay1
antioksidan enzimlerin de incelenmesi, yapilan
bagisiklik calismalarindaki bulgular1
desteklemesi acisindan 6nemlidir (Kaya ve
ark., 2023; Oztirk ve Kaya, 2024). Model
organizma G. mellonella’nin antioksidan
enzimleri lizerine, ¢esitli dogal veya kimyasal
maddelerin etkilerini inceleyen ¢ok sayida
calisma  bulunmaktadir. Biiyikguzel ve
Kayaoglu  (2014), niklozamidinin  G.
mellonella’nin antioksidan enzimleri {izerine
olumsuz etkileri oldugunu tespit etmislerdir.
Hyr§l ve ark. (2007) borik asitin artan
konsantrasyonlarmdan ~ G.  mellonella’nin
antioksidan enzim aktivitesinin
etkilenmedigini bulmuglardir. Borik asit ile G.
mellonella tizerine yapilan bir baska ¢alismada
ise, lipid peroksidasyonu ile alakali olarak
katalaz, superoksit dismutaz, glutatyon S-
transferaz ve glutatyon peroksidaz

Oztiirk

aktivitesinin arttig1 bulunmustur (Biiytlikgiizel
ve ark., 2013). Dubovskii ve ark. (2010),
yabanci cisim  enjeksiyonu  sonrasinda
lenflerde ROS olusumunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis ve bdcek hemositlerinde
enzimatik antioksidan aktivitelerinde bir

azalma oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir.
Gemifloksasin ~ (gemifloxacin ~ mesylate)
uygulamasinin  da antioksidan enzimler

uzerindeki olumsuz etkisi nedeniyle bdcek
fizyolojisini olumsuz yonde etkiledigi, yapilan
bir baska calisma ile ortaya koyulmustur
(Erdem ve ark., 2016). Kaya ve ark. (2023)’nin
yaptig1 bir calismanin sonuglarina gore; zeytin
yapragi ekstraktinin G. mellonella
hemolenfinde CAT ve SOD aktivitesini
azalttigi, MDA miktarmi ise arttirdigi tespit
edilmistir. Literatiir taramasi yapildiginda, S.
officinalis  bitkisinin ~ G.  mellonella’nin
bagistklik  sistemi  Uzerine  etkilerinin
incelendigi benzeri bir caligma olmadigi tespit
edilmistir. Bu caligma ile, giinliik hayatta pek
¢ok kisi tarafindan tibbi ve aromatik bir bitki
olarak yaygin bir sekilde kullanilan adagay1
yaprak  ekstraktinin, model canli G.
mellonella nm siiperoksit dismutaz, katalaz,
malondialdehit ve total protein parametreleri
tizerinden dogal Dbagisikligina etkisinin
belirlenmesi amag¢lanmustir.

2. Materyal ve YOontem
2.1. Deneklerin yetistirilmesi

Calismada kullamilan G. mellonella
larvalari, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’'nde 29 + 1 °C
ve %65 + 5 bagil nem kosullar1 altinda ve tam
karanlikta yetistirilmekte olan koloniden
aliman dort disi ve iki erkek eriskin bireyin iki
g dogal kararmis petek iceren bir litrelik cam
kavanoza yerlestirilerek, ayni laboratuvarda
ayni kosullar altinda bakimlar1 yapilmistir.
Kavanozlarda ilk larvalar goriildiiglinde
ortama Bronskill (1961) tarafindan belirlenen
yapay besinden 10 g eklenmis, denekler bu
kavanozlarda son evreye geldiklerinde (0.18 +
0.02 g) deneylerde kullanilmaya baglanmustir.
Deneyler i¢in her bir dozda dort tekrar yapilip,
her bir tekrarda ve her bir doz i¢in dort 6rnek
kullanilmistir. Deneylerin tamamlanmasi igin
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tim tekrarlarda her bir doz igin toplam 16
ornek degerlendirilmistir (n=16).

2.2. Bitki ekstraktinin hazirlanmasi

S. officinalis Ornekleri; yerel aktarlardan
temin edildikten sonra, soxhlet cihaz1 (Isolab,
Germany) ile %70 ethanol kullanilarak
ekstrakti ¢ikartilmistir. Donel buharlastirict
(OmiLab, China) kullanilarak ¢oziiciiniin
uzaklagtirilmasinin ardindan elde edilen kuru
madde %10 DMSO icerisinde %0.1, 0.25, 0.5
ve 1 oranlarinda ¢ozdiiriilerek deney ¢ozeltileri
hazirlanmustir.

2.3. Enjeksiyon ve hemolenf toplama

Deney icin belirlenen ¢ozeltiler; segilen
orneklerin her birine 5ul olacak sekilde
proleglerin en sonuncusundan 26 gauge uclu
10 pl’lik mikroenjektor ile enjekte edilmistir.
Enjeksiyonun etkisini gostermesi igin 24 saat
beklendikten sonra, larvalarin viicudunda igne
ile proleglerin 6n segmentinden bir yara
acilarak sizan hemolenften 20 pl otomatik
pipet yardimiyla alarak igerisinde 0.001 g N-
Feniltiyre bulunan mikrosantrifuj tupine
konulmustur. Hemolenf toplanan tiipler Fosfat
tamponu ile 10 kat sulandirildiktan sonra
10.000 g’de 5 dakika santriftij edildikten sonra,
cell-free supernatant toplanarak analizlere
kadar -20 °C’de saklanmustir.

2.4. Toplam proteinin belirlenmesi

Toplam protein (TP) tayini Bradford (1976)
yontemi  kullanilarak  gerceklestirilmistir.
Deneklerden toplanan hemolenfteki toplam
protein miktar;; Breadford ayiracinda 595
nm’de absorbansinin okunmastyla
belirlenmistir. Buna gore 5 pl silipernatant
konulan 96 kuyucuklu plakada her bir
kuyucuga, 155 pl distile su ve 40 pl Bradford
ayrract eklenmistir. Hazirlanan plaka rengin
sabitlenmesi icin 30 dk inkiibe edildikten sonra
mikroplaka ~ okuyucuda  (MultiscanGO,
ThermoFisher, Finland) absorbas degeri
belirlenmistir. Standart egriden elde edilen
y=0.4327x + 0.027 (R2=0.9898) formilden
yararlanilarak tiim Orneklerin toplam protein
miktarlart  hesaplanmistir. Belirlenen bu
toplam protein miktarlar1 tim enzim
aktivitelerinin hesaplanmasinda kullanilmistir.

Oztiirk

2.5. Antioksidan enzim analizleri

Calismada, Kaya (2022) c¢alismasindaki
prosediir takip edilmis ve tiim deney absorbans
degerleri TP belirlenmesinde kullanilan
mikroplaka  okuyucuda  uygun  dalga
boylarinda belirlenmistir. Deney sonuglari,
toplam protein miktar1 ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Bu c¢alismada, her doz grubu
ve kontrol grubu icin dort farkli zaman
diliminde toplam 16 larva hemolenf ornegi
alinmuis, Her larvanin hemolenfinin
toplanmasinin ardindan, enzim aktivitesi ve
toplam protein Olglimleri dort tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Toplam protein; 595 nm
absorbansinda mg protein mL? olarak, SOD
aktivitesi; 560 nm absorbansinda U mg
protein? olarak, CAT aktivitesi ise 240 nm
absorbansinda 10 saniyelik araliklarla kinetik
okuma ile mmol min? mg? protein olarak
hesaplanmistir. MDA  seviyesi, 532 nm
absorbansinda mmol mg protein® olarak
belirlenmistir.

2.6. Istatistik analiz

Calisma sonucunda elde edilen tiim veriler
ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade
edilmistir. ~ Verilerin  normal  dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi, varyanslarin
homojenligi ise Levene testi ile
degerlendirilmistir. Yapilan varsayim testleri
sonucunda  verilerin  normal  dagilim
gostermedigi saptandigindan (p<0.05), gruplar
aras1 karsilastirmalar i¢in parametrik olmayan
Kruskal- Wallis H testi kullanilmistir. Kruskal-
Wallis testi sonucunda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilen durumlarda, farkliligin hangi gruplardan
kaynaklandigin1 belirlemek amaciyla ikili
karsilastirmalar Dunn post-hoc testi ile
yapilmistir. Coklu karsilastirmalardan
kaynaklanabilecek Tip I hata artisin1 kontrol
etmek amaciyla Bonferroni diizeltmesi
uygulanmis ve diizeltilmis p degerleri dikkate
almmistr.  Istatistiksel analizler ve veri
gorsellestirme iglemleri R yazilimi (slirim

2026.01.0 + 392) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Verilerin
gorsellestirilmesinde ggplot2 paketi
kullanilarak ~ kutu  grafikleri  (box-plot)
olusturulmustur. Bu grafiklerde kutular
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medyan1 ve ¢eyreklikleri (Q1-Q3) temsil
etmekte, bryiklar (whiskers) ise 1.5 x geyrekler
arast aralik (IQR) sinirlar1 igindeki minimum
ve maksimum degerleri gostermektedir. Grafik
tizerinde farkli harflerle (a,b,ab) gosterilen
gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir (diizeltilmis p<0.05).

3. Bulgular
3.1. Toplam protein

Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis
ekstrakti uygulanan 6rneklerde toplam protein
miktarlari spektrofotometrik olarak

1.0

Oztiirk

belirlenmigstir. Verilerin normallik varsayimini
tam olarak saglamamasi nedeniyle, gruplar
aras1 karsilagtirmalar Kruskal-Wallis testi ile
yapilmistir. Analiz sonuglari, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
ortaya koymustur (Kruskal-Wallis H=6.63,
p=0.250). Gruplar arasinda anlaml1 bir farklilik
gozlenmediginden post-hoc testi
uygulanmamistir ~ (p>0.05). En  yiiksek
ortalama protein miktar1 %0.25 grubunda
(0.937 + 0.171 mg mL™?), en diisiik ise %0.50
grubunda (0.845 + 0.116 mg mLY)
kaydedilmistir (Sekil 1).

Total Protein (mg/mL)
(=]
%

o
=2
f

0.44

Untreated DMSO

%0.10

%025  %0.50 %1

Sekil 1. Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis ekstrakti uygulamasmimn toplam protein miktarina etkisi. Veriler,
medyan, ¢eyrekler arasi aralik ve biyiklari (hata gubugu) gosteren kutu grafikleri olarak sunulmustur. Gruplar
arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir (Kruskal-Wallis testi, p>0.05). Toplam protein mg mL™* olarak ifade

edilmistir (n=16, her bir grup i¢in)

Figure 1. Effect of different concentrations of S. officinalis extract on total protein content. Data are presented as

box plots showing the median, interquartile range, and whiskers. No significant differences were observed
among the groups (Kruskal-Wallis test, p>0.05). Total protein is expressed as mg mL™ (n=16 per group)

3.2.Katalaz aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis
ekstrakti uygulanan 6rneklerde katalaz (CAT)
enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Verilerin normallik varsayimini
tam olarak saglamamasi nedeniyle, gruplar
aras1 karsilastirmalar Kruskal-Wallis testi ile
yapilmustir (Tablo 1). Analiz sonuglari, gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigini ortaya koymustur (Kruskal-Wallis
H=3.06, p=0.691). Gruplar arasinda anlaml
bir farklilik gézlenmediginden post-hoc testi
uygulanmamistir  (p>0.05). En  yiiksek
ortalama CAT aktivitesi %1 grubunda (0.0008
+ 0.0004 mmol mg protein® min?), en diisiik
ise %0.10 ve %0.50 gruplarinda (her ikisi de
0.0006 mmol mg protein?  min?)
kaydedilmistir (Sekil 2).
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Tablo 1. Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis enjekte edilen G. mellonella gruplarinin ve kontrol
gruplarmin hemolenf CAT aktivitesine ait tamimlayici istatistikler

Table 1. Descriptive statistics of hemolymph CAT activity in G. mellonella groups injected with
different concentrations of S. officinalis and control groups

Grup Orneklem sayis1 (N) Ortalama (Mean)  Standart sapma (SD) Minimum  Maksimum
Untreated 16 0.000660 0.000272 0.000296  0.001431
DMSO 16 0.000724 0.000318 0.000345  0.001702
%0.10 16 0.000647 0.000268 0.000256  0.001474
%0.25 16 0.000658 0.000239 0.000372  0.001086
%0.50 16 0.000567 0.000128 0.000371  0.000814
%1 16 0.000762 0.000412 0.000412  0.002103

0.00151

0.00101

0.00051

CAT (mmol/mg protein/mL)

0.0000 1

Untreated DMSO

%0.10

%025  %0.50 %1

Sekil 2. Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis ekstrakti uygulamasinin katalaz (CAT) aktivitesi tizerindeki
etkisi. Veriler, medyan, ¢eyrekler arasi aralik ve biyiklari gosteren kutu grafikleri olarak sunulmustur. Gruplar
arasinda anlamh bir fark gézlenmemistir (Kruskal-Wallis testi, p>0.05). CAT aktivitesi mmol mg protein® mL?
olarak ifade edilmistir (n=16, her bir grup igin)

Figure 2. Effect of different concentrations of S. officinalis extract on catalase (CAT) activity. Data are
presented as box plots showing the median, interquartile range, and whiskers. No significant differences were
observed among the groups (Kruskal-Wallis test, p>0.05). CAT activity is expressed as mmol mg protein - mL™
(n=16 per group)

3.3.Superoksit dismutaz aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis
ekstraktt uygulanan Orneklerde siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri
spektrofotometrik ~ olarak  belirlenmistir.
Verilerin normallik varsayimini tam olarak
saglamamas1  nedeniyle, gruplar  arasi
karsilastirmalar  Kruskal-Wallis  testi ile
yapilmis ve ardindan  post-hoc ikili
karsilastirma testleri uygulanmistir (Tablo 2).
Analiz sonuglari, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugunu ortaya koymustur

(Kruskal- Wallis H=19.44, p=0.002). Post-hoc
karsilagtrmalar, %1 konsantrasyondaki
ekstrakt uygulamasmin, Kontrol, %0.10 ve
%0.50 konsantrasyonlarma kiyasla SOD
aktivitesini anlamli  diizeyde artirdigini
gostermistir  (swasiyla p=0.017, p=0.032).
Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir (p>0.05). En yiksek ortalama
SOD aktivitesi %1 grubunda (4.992 £ 1.769 U
mg protein?), en diisiik ise %0.50 grubunda
(2.457 = 0.428 U mg protein™) kaydedilmistir.
(Sekil 3).

316



Oztiirk

Tablo 2. Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis enjekte edilen G. mellonella gruplarmimn ve kontrol
gruplarmin hemolenf SOD aktivitesine ait tamimlayici istatistikler

Table 2. Descriptive statistics of hemolymph SOD activity of G. mellonella groups injected with
different concentrations of S. officinalis and control groups

Grup Orneklem sayis1 (N) Ortalama (Mean)  Standart sapma (SD) Minimum  Maksimum
Untreated 16 2.5174 0.5898 1.9552 4.5349
DMSO 16 2.9436 0.7625 2.1254 4.6939
%0.10 16 2.6261 0.9634 1.8878 6.0054
%0.25 16 2.8006 1.1873 1.7446 5.8443
%0.50 16 2.4567 0.4283 1.7634 3.1626
%1 16 4,992 1.7691 2.2103 8.6918
10.01 a
7.51
;5: b ab
£
o
? 50 b ab
3
3 b
® |
25] =— — | ] I |
S T |_|_| | ‘—l—'
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Untreated DMSO  %0.10 %025  %0.50 %1

Sekil 3. Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis ekstrakti uygulamasinin siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi
iizerindeki etkisi. Veriler, medyan, ceyrekler arasi aralik ve biyiklar1 gdsteren kutu grafikleri olarak sunulmustur.
Kutularm tizerindeki farkli harfler (a, b, ab), Kruskal- Wallis testi ve ardindan Dunn’in post-hoc testi (p<0.05) ile
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir. SOD aktivitesi U/mg protein olarak ifade

edilmistir (n=16, her bir grup i¢in)

Figure 3. Effect of different concentrations of S. officinalis extract on superoxide dismutase (SOD) activity.
Data are presented as box plots showing the median, interquartile range, and whiskers. Different letters (a, b, ab)
above the boxes indicate statistically significant differences among the groups according to the Kruskal-Wallis
test followed by Dunn's post-hoc test (p<0.05). SOD activity is expressed as U mg protein- (n=16 per group)

3.4.Malonaldehit karsilastirmalar ~ Kruskal-Wallis ~ testi ile

Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis  yapilmis ve ardindan post- hoc ikili
ekstrakti  uygulanan  Orneklerde  lipid  karsilagtirma testleri uygulanmistir (Tablo 3).
peroksidasyonunu  belirlemek  amaciyla ~ Analiz sonuclari, gruplar arasinda istatistiksel
malondialdehit (MDA) dizeyleri olarak anlaml fark oldugunu ortaya koymustur
spektrofotometrik olarak Olciilmiistiir. (Kruskal-Wallis H=11.93, p=0.036). Post-hoc
Verilerin normallik varsayimini tam olarak karsilastirmalar, %0.10 konsantrasyondaki
saglamamas1  nedeniyle, gruplar arasi  ekstrakt uygulamasmin, Kontrol grubuna
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kiyasla MDA diizeyini anlamhi diizeyde MDA duzeyi %0.10 grubunda (4.167 + 0.519
artirdigint ~ gostermistir  (p=0.019). Diger mmol mg protein?), en diisiik ise Kontrol
gruplar arasinda anlamli  bir farklihk  grubunda (3.502 + 0.451 mmol mg? protein)
gbzlenmemistir (p>0.05). En yiiksek ortalama kaydedilmistir (Sekil 4).

Tablo 3. Farkli konsantrasyonlarda S. officinalis enjekte edilen G. mellonella gruplarinin ve kontrol
gruplarmin hemolenf MDA seviyelerine ait tanimlayici istatistikler

Table 3. Descriptive statistics of hemolymph MDA amounts in G. mellonella groups injected with
different concentrations of S. officinalis and control groups

Grup Orneklem sayis1 (N) Ortalama (Mean)  Standart sapma (SD) Minimum  Maksimum
Untreated 16 3.5024 0.4509 2.7421 4.1702
DMSO 16 4.043 0.5805 3.0973 5.0521
%0.10 16 4.1672 0.5192 3.258 5.3614
%0.25 16 3.6336 0.6749 2.2536 4.8299
%0.50 16 3.9872 0.8596 2.6089 5.1989
%1 16 3.5706 0.3415 2.8685 4.0789
a ab ab
6.
ab ab
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Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan S. officinalis ekstraktinin malondialdehit (MDA) diizeyleri
iizerindeki etkisi. Veriler, medyan, ¢ceyrekler arasi aralik ve biyiklar gdsteren kutu grafikleri olarak sunulmustur.
Kutularm tizerindeki farkli harfler (a, b, ab), Kruskal- Wallis testi ve ardindan Dunn’ 1n post- hoc testi (p<0.05)
ile gruplar arasmda istatistiksel olarak anlaml farklihiklar1 gostermektedir. MDA diizeyi mmol mg protein™
olarak ifade edilmistir (n=16, her bir grup igin)

Figure 4. Effect of different concentrations of S. officinalis extract on malondialdehyde (MDA) levels. Data are
presented as box plots showing the median, interquartile range, and whiskers. Different letters (a, b, ab) above
the boxes indicate statistically significant differences among the groups according to the Kruskal- Wallis test
followed by Dunn's post- hoc test (p<0.05). MDA level is expressed as mmol mg protein™ (n=16 per group)

4. Sonug ve Oneriler mekanizmalarina etkileri incelenmistir. Elde

Bu calismada, tibbi ve aromatik bir bitki edilen bulgular, ekstraktin belirli
olan S. officinalis (adagay1) yaprak ekstraktmin konsantrasyonlarda oksidatif dengeyi
model organizma G. mellonella larvalarinin  degistirdigini ve bocegin fizyolojik yanitlarmi
hemolenf antioksidan savunma  modiile ettigini gostermektedir. Calismada,
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%0.10 konsantrasyonundaki S. officinalis
uygulamasinin  kontrol grubuna kiyasla
malondialdehit (MDA) diizeylerini anlamli
derecede artirdigr (p<0.05) godzlenmistir.
Literattirde, bitki sekonder metabolitlerinin
bocekler tizerindeki etkisi siklikla hormetik bir
modelle aciklanir; yani disiik dozlarda
savunma sistemini uyaran prooksidan etki
gOsterirken, yiksek dozlarda toksik veya
stabilizOr etki yaratabilirler. Benzer bir durum,
Kaya ve ark. (2023) tarafindan yapilan
caligmada Olea europaea (zeytin yapragi)
ekstrakt1 i¢in de rapor edilmis ve diisiik doz
uygulamalarinin hemolenfte MDA artisina yol
actig1 belirtilmistir. Ote yandan, bu ¢alismada
%1’lik yliksek dozda MDA seviyesinin en
distik seviyede kalmasi, S. officinalis
icerisinde bolca bulunan karnosik asit ve
rosmarinik asit gibi gii¢lii fenolik bilesenlerin
yuksek konsantrasyonlarda serbest radikalleri
dogrudan temizleyerek (scavenging) lipit
peroksidasyonunu  basarili  bir  sekilde
baskilamis olabilecegini diisiindiirmektedir.
Nitekim Brindisi ve ark. (2021), S. officinalis
yaprak ve ¢igek ekstraktlarinin igerdikleri
zengin rosmarinik asit ve tirevleri sayesinde
hicresel modellerde belirgin bir antioksidan ve
doku koruyucu etki sergiledigini
vurgulamistir. Benzer sekilde, Oboh ve Henle
(2009) S. officinalis sulu ekstraktlarinin
prooksidanlarin indiikledigi lipid
peroksidasyonunu ve dolayisiyla MDA
iiretimini doza bagimli olarak gii¢lii bir sekilde
inhibe ettigini kanitlamistir. Ayrica Jedidi ve
ark. (2020) tarafindan yapilan in vivo
calismada da S. officinalis ekstraktimin siddetli
oksidatif stresi baskilayarak MDA seviyelerini
anlamli Olclide diisiirdiigii bildirilmistir. Bu
durum, S. officinalis ekstraktlarinin ve igerdigi
major fenoliklerin in vivo modellerde doku
koruyucu etki gostererek hiicresel hasari
engelledigi giincel ¢aligmalarla giiclii bir
paralellik arz etmektedir (Jedidi ve ark., 2020;
Gursoy ve ark., 2024). Bitkisel ekstraktlarin
bdcek dokularinda lipit peroksidasyonuna yol
acarak MDA seviyelerini artirmasi yalnizca G.
mellonella’ya 6zgii bir fizyolojik yanit
degildir. Genel bir mekanizma olarak, bitki
sekonder metabolitlerinin (6zellikle
prooksidan 6zellik gosterebilen kompleks
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fenoliklerin ve allelokimyasallarin) boceklerin
sindirim ve fizyolojik sistemlerinde hcresel
membran hasarma yol agarak siddetli oksidatif
strese neden oldugu ve bunun temel bir
biyobelirteci olarak MDA diizeylerini artirdigi
temel entomolojik aragtirmalarda agikca ortaya
konmustur (Ahmad, 1992; Felton ve Summers,
1995). Bu baglamda, S. officinalis ekstraktinin
diisiik dozlarda olusturdugu MDA artis1, bitki
sekonder metabolitlerinin boceklerde
gosterdigi genel savunma bozucu toksik etki
mekanizmasiyla tam bir uyum i¢indedir. Bu
calismanin bulgularina gore oksidatif stresteki
artig, antioksidan enzim sistemlerinin de bu
stirece aktif olarak katildigini1 géstermektedir.
Nitekim caliymada katalaz (CAT)
aktivitesinde gruplar arasinda anlamh bir fark
gOzlenmezken, superoksit dismutaz (SOD)
aktivitesinin en yiksek konsantrasyon olan %1
uygulamasinda kontrol ve disik doz
gruplarma kiyasla anlamli diizeyde arttig1
(p<0.05) tespit edilmistir. Bu durum, %l
grubunda gozlenen diisiik MDA seviyelerinin,
ekstraktin dogrudan uyardigi giigli SOD

aktivitesi  sayesinde  hiicresel  hasarin
engellenmesiyle iliskili oldugunu
kanitlamaktadir. Adacayinin enzimatik

savunma Uzerindeki bu pozitif modilasyonu
literatlrdeki bulgularla da desteklenmektedir.
Lu ve Foo (2001), S. officinalis
polifenollerinin ¢cok gucli bir siperoksit
radikali ~ temizleme kapasitesine  sahip
oldugunu ve standart antioksidanlardan
katbekat daha yiliksek “SOD benzeri aktivite”
gosterdigini rapor etmistir. Bunun yani sira,
Lima ve ark. (2005), S. officinalis
inflzyonunun in vivo modellerde toksisite
yaratmadan glutatyon-S-transferaz (GST) gibi
karaciger antioksidan enzim aktivitelerini
anlamli 6l¢lide artirdigini gostermis olup, bu
durum bitkinin in vivo ortamda enzimatik

antioksidan savunmay1 dogrudan
uyarabildigini  dogrulamaktadwr.  Yapilan
caligmalarin  biiyilk  bir  kismu  bitki
ekstraktlarmin in vitro kosullardaki
antioksidan ozelliklerini belirlemeye

yoneliktir. Ancak daha 6nceki Olea europaea
ve Plantago major in vivo modellerinde de
vurgulandig1 iizere, bitki fenoliklerinin test
tipi  ortammda  sergiledikleri  giicli
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antioksidan kapasite, canli organizmalarda (in
vivo) her zaman tam bir paralellik
gostermemektedir (Edgecombe ve ark., 2000;

Kaya, 2023). Bitki ekstraktlarmin G.
mellonella antioksidan 6zellikleri (zerine
etkisine  yonelikk az sayida ¢aligma

bulunmaktadir. Tibbi Ozellikleri nedeni ile
tuketilen bir bitki olan Thymbra capitata
etanolik ekstraktinin G. mellonella antioksidan
ozellikleri lizerine etkilerinin degerlendirildigi
calismada, bu bitki ekstraktinin belirli bir
dozun Uzerinde antioksidan enzim aktivitesini
inhibe ettigi belirlenmistir (Kaya, 2022). S6z
konusu arastirmada, 2 ile 8 mg mL™* arasindaki
nispeten disiik ekstrakt dozlarmin SOD ve
CAT enzim aktiviteleri tzerinde istatistiksel
olarak anlamli bir farkliik yaratmadig:
goriilmiistiir. Ancak 10 mg mL™ ile 20 mg mL"
! arasindaki yiiksek doz uygulamalarmin
tamaminin, bdcegin ilk savunma hattim
olusturan hem SOD hem de CAT aktivitelerini
onemli  Olglide  baskilayarak  azalttig
saptanmustir. Oysa bu ¢alismada S. officinalis,
yuksek dozlarda (T. capitata’nin aksine)
enzimatik sistemi baskilamamis, tam tersine
%1 dozunda SOD aktivitesini gii¢lii bir sekilde
uyararak koruyucu bir adaptasyon saglamstir.
Bu farklilik, medikal 6zellikleri olan bitkilerin
in Vvivo sistemlerdeki fenolik
kompozisyonlarma bagl olarak tamamen zit
enzimatik  yanitlar  (inhibisyon  veya
stimiilasyon) olusturabilecegini ortaya
koymaktadir. Buna karsin, farkli bitki
tiirlerinde enzimatik yanitlar degiskenlik
gosterebilmektedir. Nitekim diger calismalarin
sonuclarma gore H. arenarium ekstrakti
enjeksiyonu sonrasi G. mellonella larval
hemolenfinde kontrol grubu olan DMSO
enjeksiyon grubuna goére %0.5 enjeksiyon
grubunda CAT, SOD ve GST aktivitelerinde
artis belirlenmistir. Bununla birlikte 9%0.5
enjeksiyon grubu MDA olusumunda kontrol
grubu ile farklilik gostermemektedir. SOD
aktivitesi bakimindan kontrol grubu ile %1
enjeksiyon grubu arasndaki fark da
anlamlidir, ancak diger enjeksiyon gruplari
herhangi bir fark gostermemistir. GST
aktivitesi bakimindan da 9%0.25 enjeksiyon
grubu kontrole gbore anlamhi bir fark
olusturmustur (Kaya, 2024). Bu calismada S.
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officinalis ekstraktinin 6zellikle %0.10’luk
disik dozda lipid peroksidasyonunu
tetikleyerek MDA seviyelerinde anlamli bir
artiga neden olmasi Kaya (2024) sonuglariyla
giicli bir uyum igindedir. Ilgili c¢alismada,
antioksidan enzim aktiviteleri %0.50 dozunda
optimum seviyeye ulasirken, tipki bizim
bulgularimizda oldugu gibi yalnizca %0.10
konsantrasyonunun MDA olusumunu artirarak
oksidatif strese yol actig1 tespit edilmistir. Bu
durum, igerikleri farkli olsa da tibbi bitki
ekstraktlarmin  diisiik  konsantrasyonlarda
bocek fizyolojisinde prooksidan bir etki

yaratarak ~ ortak  bir  stres  yanitim
tetikleyebilecegini  gostermektedir.  Sonug
olarak, S. officinalis’in diisiik

konsantrasyonlarda bir  prooksidan  gibi
davranarak oksidatif stresi tetiklemesi ve
yuksek konsantrasyonlarda enzimatik
savunmay1 (SOD) uyararak hasar1
engellemesi, tibbi bitkilerin in vivo bocek
modellerinde kompleks fenolik yapilarma
baglh olarak ¢ift yonlii (hormetik) etki
sergileyebilecegini kanitlamaktadir.

Finansman
Bu c¢alismanmn yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir finansal destek alinmamastir.

Etik Kurul Onay1
Bu calisma insan veya hayvan denekleri
icermediginden etik kurul onay1

gerekmemektedir.
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