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OZET

SELAM OTU (LEVISTICUM OFFICINALE) FONKSiYONEL BESINININ
CAENORHABDITIS ELEGANS TERMOTOLERANSI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

BOZTEPE E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve
Diyetetik Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Hastaliklarin onlenmesi ve tedavi silireglerinde besinlerin kullanilmasi, besinlerin saghigi
korumadaki etkisini daha iyi anlamamizi saglamistir. Antioksidan etki gdsteren besinlerin
insan saglig1 ilizerine olumlu etkisi yapilan calismalarca gosterilmistir. Bu ¢alismada da
antioksidan kapasitesi yiiksek, aromatik bir bitki olan selam otu (Levisticum officinale)
kullanilmustir. Sicak stresine karsi direng (termotolerans) saglayan antioksidan bilesikler,
yaslanmay1 geciktirmekte bunun sonucu olarak da canlinin yasam siiresinin artmasini
saglamaktadir. Caenorhabditis elegans’in insan genleriyle bilyiik oranda benzerligi, genetik
yapisinin iyi bilinmesi ve yasam siiresinin kisa olmasi gibi ozellikleri sayesinde yaslanma
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Deney, selam otu (Levisticum officinale) bitki
ekstresinin farkli konsantrasyonlar1 ( 20, 100 ve 200 pg/ml) ve kontrol grubu ile 35 C’de
gerceklestirilmistir. Sonuclar degerlendirildiginde 100 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan
selam otu ekstreleri Caenorhabditis elegans termotoleransim arttirirken 20 pg/ml ve 200
ug/ml konsantrasyonlardaki ekstreler kontrol grubu ile benzer sonug vermistir. Levisticum
officinale ekstresi kullanilarak yapilacak daha sonraki ¢alismalar igin, elde edilen bu veriler
onem arz edebilir.

Anahtar Kelimeler: Caenorhabditis elegans, termotolerans, Levisticum officinale, yaslanma
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF LOVAGE (LEVISTICUM OFFICINALE)
FUNCTIONAL FOOD ON THERMOTOLERANCE OF CAENORHABDITIS
ELEGANS

BOZTEPE E. Adnan Menderes University Instute of Health Science Nutrition and
Dietetics Master’s Thesis, AYDIN, 2018

The prevention of diseases and the use of nutrients in the treatment process have enabled us to
better understand the impact of nutrients on health protection. The positive effects of
antioxidant foods on human health have been shown by studies. In this study, lovage
(Levisticum officinale) was used to have an aromatic plant with high antioxidant capacity.
Antioxidant compounds that provide resistance to heat stress (thermotolerance) delay aging
and consequently increase the life span of the organism. Caenorhabditis elegans is widely
used in aging studies because of its similarity with human genes, its well-known genetic
structure and short life span. The experiment was carried out at different concentrations (20,
100 and 200 pg / ml) of the plant extract of the lovage (Levisticum officinale) and at 35 ° C
with the control group. When the results were evaluated, the lovage extracts prepared at a
concentration of 100 ug / ml increased the Caenorhabditis elegans thermotolerance, while the
extracts at concentrations of 20 pug / ml and 200 pg / ml showed similar results with the
control group. For later studies using Levisticum officinale extract, these data may be
important.

Key Words: Caenorhabditis elegans; thermotolerance; Levisticum officinale, aging



1. GIRIS

Yaslanma, c¢ogu tiiriin yasadigi biiyiileyici bir dogal durumdur. Bu siireci etkileyen
genetik, ¢evresel, epigenetik ve bircok degisken faktor oldugu solucanlar, sinekler, mayalar ve
fareler gibi bircok model organizmada gosterilmistir. Caenorhabditis elegans (C. elegans),
yaslanmamn genetik temelinin kabul edildigi ilk model organizmadir (Amrit ve ark, 2014). C.
elegans’in, insan genleriyle %60-80 oranindaki benzerligi, memelilere ait bircok ¢alismanin
bu canlida yapilmasina olanak saglamistir. Nobel Tip ve Fizyoloji ddiilleri, 2002 ve 2006
yillarinda bu model organizmanin kullanildig1 bilimsel arastirmaya verilmistir (Ergen, 2012).
C. elegans, dogada aga¢ diplerinde yasayan, mikroskopik, patojen olmayan bir nematoddur
(Piring ve Tiirkoglu, 2016). Hermafrotid ve erkek olmak iizere iki cinsiyeti bulunmaktadir.
Yasam siiresinin kisa olmasi, yaslanma caligmalarinda kullamlmasinin 6nemli sebepleri
arasindadir. Yasam siiresi boyunca tiim hiicresel gelisim siireci ¢ok iyi bilinmektedir. Memeli
olmamasina ragmen yaslanma, kanser, konjenital kalp hastaliklari, sinirsel bozukluklar,
bobrek hastaliklar1 ve depresyon gibi insana 6zgii hastalik modeli olarak kullanilmaktadir
(Olsen ve ark, 2006). Hastaliklar1 6nlemede ve tedavi etmede uzun yillar boyunca fonksiyonel
besinlerden yararlanilmistir (Childs, 2001). Fonksiyonel besinler, temel besin bilesenleriyle
beraber viicutta 6zel fizyolojik etki olusturan, hastaliklara karsi koruyan ve hastaliklarin
tedavisinde yardimci olan gidalar olarak tanimlanmaktadir. Fonksiyonel gidalara verilen
Oonemin artmasiyla beraber ¢alismalara daha ¢ok konu olmaktadir. Fonksiyonel bir bitki olan
selam otu (Levisticum officinale) bu ¢alismada kullanilan fonksiyonel gidadir. Selam otundan,
ylzyillar boyunca hastaliklardan korunma ve tedavisinde yararlamlmistir. Gidalarda,
tatlandiricilarda, tibbi preparatlarda ve kozmetiklerde yaygin olarak kullanilan aromatik bir
bitkidir. Bitki igerigindeki ana bilesenlerin c¢esitli biyoaktivite gosterdikleri bildirilmistir
(Venskutonis, 2016). Yasam omrii uzunlugu ile sicak stresine karsi direng (termotolerans)
arasinda onemli bir iligki vardir. Sicak stresine karsi direng arttik¢a, canli ge¢ yaslanmakta
bdylece yagam siiresi de artmaktadir. Antioksidan bilesikler, sicak stresine karsi direng
saglayabilmektedirler (Benedetti ve ark, 2008). Bu tez calismasinin amaci, antioksidan
kapasitesi yiiksek olan selam otu bitkisinin, (Levisticum officinale) Caenorhabditis elegans’'m

termotoleransi ilizerine etkilerinin incelenmesini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans, aga¢ diplerinde yasayan, mikroskobik, patojen olmayan bir
nematoddur. Laboratuvar sartlarinda petri kabi i¢inde Escherichia coli bakterisi ile beslenir.
Yumurtadan yeni ¢ikmig larvalar1 0.25 mm, yetigkinleri ise 1 mm uzunlugundadir.

Yetigkin bir C. elegans’ 1n 959 hiicresi vardir. Degismez sayida somatik hiicreye sahip
olmas1 sayesinde fertilizasyondan yetiskinlik zamanina kadar her hiicrenin takibi
yapilabilmektedir (Sulston and Horvitz 1977; Kimble and Hirsh 1979; Sulston ve ark, 1983).
Hizl bir yasam dongiisiine sahip olan C. elegans, yumurta evresinden yumurtlama evresine
optimal kosullarda (25 C’de) 3 giinde gelir. Hermafrodit ve erkek olmak tizere iki ¢esit
cinsiyet vardir. Erkek C. elegans’in goriilme sikligi % 0.1°dir. Kendi kendini délleyebilen
C.elegans tiim petri kabin1 dolduracak kadar yumurta birakabilmektedir.

Basit anatomik yapisina ragmen, yiyecek arama, beslenme, diskilama, yumurtlama,
dauer larva olusumu, dokunmaya karsi tepki, koku ve tatma gibi bir¢ok davranis sekli
sergilemektedir. Kompleks davraniglar olarak erkek C.elegans’lar arasinda g¢iftlesme, sosyal
davramis olarak da hafiza ve 6grenme gibi 6zellikler sergilemektedir (Hall ve Altun, 2008).

C. elegans’ larin yasam dongiisii diger nematodlara benzer sekilde dort larval evre ile
yetiskinlik evresinden olusur. Embriyonun olusmasi ve gelismesi 20° C* de yaklasik 16 saat
boyunca devam eder. Ddllenmeden sonra olusan yumurtanin kabugu oldukg¢a dayamiklidir.
Embriyo 24-hiicre asamasina kadar hermafrodit igerisinde tutulduktan sonraki asamada artik
hermafroditten tamamen bagimsizdir. Embriyolarin yumurtadan ¢iktiklart ilk evre L1
evresidir. Yumurtadan ¢ikan larvalar bu asamadan itibaren beslenmeye ve gelismeye baslar.
L1 asamasi yaklasik 16 saat, diger asamalarin tamamlanmasi ise 12 saat siirer. L4 evresinden
yaklagik 12 saat sonra, yetiskin hermafroditleri yumurta tiretmeye baslar. Spermi tiikenmis bir
hermafrodit, erkek C. elegans ile eslesmesi sonucunda déllenmis yumurta iiretebilmektedir.

Ortamda besin miktar1 azaldiginda ve C. elegans sayisi ¢ok fazla artig gosterdiginde L2
larvalar: alternatif bir yasam dongiisiine girer ve bu evreye ‘dauer evresi’ denir (Golden ve
Riddle, 1984). Dauer sinyali, L1 evresindeki C. elegans’lar tarafindan islenir. Dauer larva
tabakas1 C. elegans’ m etrafin1 tamamen sarar. Larvanin beslenmesi ve gelisimi durur. Dauer
larva tabakas1 kimyasallara kars1 direncini artirmistir. Bu nedenle dauer, ¢evresel streslere ve

ajanlara kars1 daha fazla koruma saglar. Dauer larvalar, igerisinde besinin bulundugu bagka
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bir ortama alindiginda gelisimlerini biraz daha farkli bir L4 larvalar1 olarak devam ettirir.
Yumurtanin ¢atlamasindan yaklasik olarak 45-50 saat sonra, 22-25 C’de yeni yetiskin olmusg
C.elegans ilk yumurtasini birakir. Boylece lireme yasam dongiisiinii tamamlamis olur (Hall ve

Altun, 2008). Sekill ‘de C.elegans’in yasam dongiisii gosterilmistir.
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yumurta birakma yeatenegine sahip
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Sekil 1. Caenorhabditis elegans’in yasam dongiisii (Ergen, 2012).

Yaslanma calismalarinda C.elegans kullanimimin birgok avantaji vardir. Fazla miktarda
C.elegans kolay ve ucuz bir sekilde elde edilmektedir. Yasam siireleri kisa (25 C’de
maximum 25 giin) oldugu i¢in bu organizmada ¢alismak daha ¢abuk sonu¢ almayi saglar.
Gelisimleri hizli olup, yumurtalari, ireme yetenegine 3 giin icerisinde ulasir (Klass, 1977).
Bir C.elegans ortalama 300 yumurta birakir. Boylece bir C.elegans bir hafta icerisinde



yaklagik 100.000 yavru iiretebilir. Seffaf bir yapis1 vardir. C.elegans’ in anatomisi ¢ok iyi
bilinmektedir. Farkli bireylerde aym hiicreler arasinda aym sayida noral baglantisi
bulunmaktadir (Johnson, 2003).

Insanlarda ve bazi model organizmalarda yasam siiresini belirleyen bazi genler
saptanmistir (Schaffitzel ve Hetweck, 2006). Bu model organizmalarin yasam siirelerini
belirleyen genlerin homologlar1 da insanda oldugu belirlenmistir. C.elegans’in yaslanma
siirecini etkileyen Insiilin/IGF-1 benzeri sinyal yolagi, JNK sinyal yolagi, oksidatif stres
yolagi, mitokondri genleri ve TOR sinyal yolagi gibi birgok yolagi vardir. Yaslanmayi
etkileyen, en iyi karekterize edilmis sinyal yolag: insiiliin / insiilin biiyiime faktori ( IGF-1)’
diir. Insiilin / IGF-1 sinyal yolagindaki inhibisyon, C. elegans’in yaklasik 4 aylik yasam
formu olarak tanimlanan dauere girmesine neden olur. Bu sebeple, yaklasik yasam omrii 3
hafta olan C.elegans’in dauer formu, yaslanma calismalarinda 6nemli bir yere sahiptir.
Homozigot daf-2 mutasyonu tasiyan farelerde azalmis insiilin sinyali oksidatif strese karsi
direnci yiikseltmistir. Insiilin sinyalindeki bu azalma yasam siiresindeki artis ile

iliskilendirilmistir (Ergen, 2012).

2.1.1. Caenorhabditis elegans’ta Termotolerans

Yagam omrii uzunlugu ile ¢oklu gevresel strese karsi direng gdsterme arasinda giiclii bir
bag vardir (Benedetti ve ark, 2008). C.elegans’in, oksidatif stres, sicak, soguk, osmatik,
hipoksi, hiperoksi, ultraviyole radyasyon, endoplazmik retikulum stresi ve agir metal stresi
gibi abiyotik streslere karsi direncini belirleyen sagkalim deneyleri, C.elegans’in i¢ ve dis

strese verdigi cevaplarin arastirilmasina katkida bulunmaktadir (Park ve ark, 2017).

Organizmanin, ¢evresel bir uyarana hafif siddette maruz kalmasi canlimin ortama adapte
olma siirecini hizlandirmaktadir. Hormesis olarak adlandirilan bu fenomen, Yunanca
“hormaein’’ kelimesinden gelmektedir ve kigkirtmak, uyandirmak anlamini tagimaktadir

(Kisim ve Uzunoglu, 2012).

Is1 stresi, hormesisi test etmek ve uygulamak igin belli bir amag ile kullanilan

streslerden biridir. Bunun sebebi sadece uygulanmasinin kolay olmasi ve tutarli sonuglarin



elde edilmesi degil ayn1 zamanda 1s1 stresinin, 1s1 soku tepkisi olarak bilinen evrimsel olarak

Iyi korunmus bir stres tepki yolundan gegmesidir (Kiliggiin ve Goksen, 2012).

Is1 soku transkripsiyon faktori-1 (HSF-1) ve FOXO (forkhead transcription factor)
transkripsiyon faktorii Daf-16, saperon ekspresyonunu regiile eder, anormal proteinlerin
birikmesini azaltir ve hiicresel protein homeostazisine katki saglar (Park ve ark, 2017). Daf-2
gen mutasyonu C.elegans’ta yasam omriinii %100’den daha fazla uzattigi bulunmustur. Daf-2
geni, memelilerde insiilin benzeri reseptor proteinine homolog proteinleri kodlar. Age-1 geni
de memelilerde PI1-3 kinaz proteinine homolog proteinleri kodlar. Is1 sok genlerince kodlanan
bu proteinler, hiicrenin diren¢ kazanmasim saglar. C. elegans’ta, Hsp-16 ve Hsp-70 gibi
genlerin fazla ekspresyonunun da yasam siiresini artirdig: tespit edilmistir (Koksal, 2010).
Antioksidan maddeler de 1s1 soku proteinleri gibi sicak stresine karsi dayamklilik saglayabilir

ve termotolerans etki yaratabilmektedirler (Benedetti ve ark, 2008).

2.2. Fonksiyonel Besin

Besinlerin temel goérevi organizmanin metabolik ihtiyaglari i¢cin gereken maddeleri
saglamaktir. Besinler, metabolik aktivite icin makro ve mikro besin Ogelerinin yani sira
saglig1 pozitif yonde etkileyecek besin bilesenleri de icermektedir. Hastaliklarin 6nlenmesinde
ve tedavi edilmesinde besinlerden yararlanilmasi, besinlerin saglhigi korumadaki etkisini daha
iyl anlamamiz1 saglamistir. Besleyici ozellikleri disinda, hastalik riskini azaltan ve viicuda
katk1 saglayan bu besinlere fonksiyonel besinler denir (Coskun, 2005). Saglik besinleri, tibbi
besinler, diizenleyici besinler, 6zel beslenme amacgli besinler ve farmakolojik besinler,
fonksiyonel besinler yerine kullanilabilen diger terimlerdir.

Fonksiyonel besinlerin herkes tarafindan kabul gérmiis tek bir tanim1 yoktur. Beslenme
ve Diyetetik Akademisi i¢in; tiim gidalarla birlikte zenginlestirilmis veya gelistirilmis gidalar
olarak tanimlanan yiyeceklerin de oldugu, diizenli olarak zengin bir diyetin pargasi olarak
tiketildiklerinde saglik tizerinde olumlu etki yaratan besinlerdir. Kanada Saglik Otoritesi igin;
fonksiyonel besin, geleneksel bir besin olabilir. Siradan bir diyette tiiketilebilir, fizyolojik
olarak yararlart gosterilmistir veya temel besin fonksiyonlariyla birlikte kronik hastalik
riskini azaltmak i¢in kullanilabilir. Japon Saglik, Calisma ve Refah Bakanligi gore
fonksiyonel besin; ‘FOSHU’ (Japanese Foods for Specified Health Use - Gidanin Saglikli



Yasam I¢in Kullanimi ) saglik fonksiyonlar1 i¢in bir besin bileseni icermesi ve iddia ettigi
fizyolojik etkilerinin kanitlanmig olmasi gerekir (Kandirali, 2014).

Bir besinin fonksiyonel besin olarak kabul edilebilmesi igin belli 6zellikleri tasimasi
gerekmektedir (Vural, 2004).

» Saglig: siirdiirmekle birlikte diyetin gelismesine yardime1 olmalidir.

= Besin veya besin bilesenlerinin faydalar1 beslenme ve tibbi temelleri olmalidir.

» Besin veya besinin bilesenlerinin diyetle tiikketilen miktarlar1 beslenme veya tibbi
verilerle agiklanabilmelidir.

= Besin veya besin bilesenleri giivenilir olmalidir.

= Besin bilesenlerinin fiziko-kimyasal 6zellikleri 1yi tanimlanmali ve bu bilesenler nicel
ve nitel yontemlerle tespit edilebilmelidir.

= Benzer besinlerle kiyaslandiginda bu besinlerin igeriklerinin saghga zararli bir etkisi
olmamalidir.

» Bu besinler siradan beslenme programlarinda bile bulunabilmelidir.

» Bu besinler siradan gidalarin igeriginde var olmalhdir.

» Bu besinler veya bu besinlerin bilesenleri ilag yerine kullanilmamalidir.

Amerika’da 1900°lii yillarinda baslarinda , guatr hastaliini1 6nlemek i¢in sofra tuzlarina
iyot takviyesi yapmaya baglamistir. Zenginlestirme yolu ile fonksiyonel besin elde etmenin ilk
orneklerinden olmustur (Korver, 1997). Onceki toplumlarda sarmmsagin, diyare,

gastrointestinal bozukluklar ve akciger rahatsizliklarinda kullanildig: bilinmektedir.

2.2.1. Bitkisel Kaynakli Fonksiyonel Bilesikler

Fitokimyasal maddeler, bitkilerin dogal olarak yapilarinda bulunan biyoaktif
maddelerdir. Bu maddeler diyetle diizenli alindiginda, antioksidan ve diger fonksiyonel
etkileri sayesinde hastaliklari 6nleyici, azaltici etkileri bulunur. (Savurdan, 2007).

Oksijen, insan yagami igin ¢ok onemlidir ama normal metabolizma sirasinda iiretilen
bazi reaktif oksijen tiirleri olduk¢a tehlikelidir. Gelisen teknoloji, radyasyon, sigara, koti
beslenme bi¢imi, ultraviyole (UV), sagliksiz bir ¢cevre-hava, kirli sular ve canli hiicrelerdeki
oksijen metabolizmasi gibi birgok etmen serbest radikallerin (SR) olusmasina neden olur.

Serbest radikaller, hiicre yapisinda bulunan lipidlere, proteinlere, niikleik asitlere ve DNA’ya
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zarar verir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Viicutta serbest radikaller ile antioksidanlar
arasinda bir denge vardir. Denge, serbest radikal lehine kayarsa viicutta oksidatif stres
meydana gelir. Bu durum kardiyovaskiiler, diyabet, hipertansiyon, kanser gibi hastaliklarin
olusmasina neden olur. Saglikli ve yeterli bir beslenme ile besinlerden alinan antioksidanlar,
serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonlar1 engelleyerek hastaliklara yakalanma riskini

azaltir. Baz1 6nemli fitokimyasallar tablo 1’de gosterilmistir.



Tablo 1. Bazi 6nemli fitokimyasallar

Fitokimyasal Ad1

Besin Kaynag

Biyolojik Aktivitesi ve
Olasi Pozitif Etkileri

Karotenoid

a-karoten, B-karoten, lutein,
likopen, zeaksantin, -
Kriptosantin

Kayisi, havug, kavun,
domates, biber, tatl patates,
kabak, brokoli, 1spanak ve

diger yesil yapraklilar

Bazilar1 A vitaminine
doniistiirtiliirken bazilar1
makdiler dejenerasyon riskini
azaltir ve antioksidan etki
saglarlar.

Flavonoid

Flavonoller (kuersetin,
kemferol, mirisetin),
flavonlar (apigenin),

katesinler, antosiyaninler

(siyanidin, delfinidin)

Meyveler, turunggiller, selam
otu, sogan, mor iiziim, yesil
cay, kirmizi sarap ve ¢ikolata

Kilcal kan damarlarini
gii¢lendirir, karsinojenleri
bloke eder, kanser
hiicrelerinin hizl biiytimesini
engeller.

Fitoostrojenler

Ligninler, izoflavon,
genistein, daidzein,
biochanin-A

Tofu, soya siitii, soya
fasulyesi, keten tohumu,
cavdar ekmegi

Ostrojen gibi davranmas;
kanser hiicrelerinin
biiylimesini yavaglatir,
kanserli hiicre 6limiine
neden olabilir, kan
kolesteroliinii diistiriir,

osteoporoz riskini azaltabilir.

Fitosterol

Kolesterol emilimini azaltir,
kolon kanser hiicrelerinin

[-sitosterol, stigmasterol, Findik, baklagiller biiyiimesini yavaslatarak,
kampesterol kolon kanseri riskini azaltir.
Kapsaisin Ac1 biber Kan pihtilasmasini diizenler
Inositol

Susam ve soya fasulyesi

Serbest radikallerle savasir,
kansere kars1 koruyucudur.




Glukosinolatlar,
Izotiyosiyanatlar, Indoller

Brokoli, briiksel lahanasi,
lahana

Karsinojen hiicre aktivitesini
inhibe eden enzim
aktivitesini artirir, Ostrojen
metabolizmasini degistirir,
gen ekspreyonunun
diizenlenmesini etkiler

Siilfiirler ve Allium

Sogan, sarimsak, pirasa,

Karsinojenleri etkisiz hale
getirir, bakterileri oldiiriir,
kalp hastaliklarina kars1

Bilesikleri frenk sogani korur.
Saponinler Fasulye ve bitkiler Antioksidandir, kolesterol
emilimini ve kanser riskini
azaltir.
Elajik asit Findik, tiziim, ¢ilek Midede karsinojen

olusumunu onler.

Tanenler, Katesinler

Cay ve kirmizi sarap

Kansere kars1 koruyucudur.

Kurkumin

Zerdegal ve hardal

Karsinojen olusumunu
azaltir, antioksidan ve anti-
enflamatuar etki

Siilforafan

Brokoli ve diger turpgiller

Hayvanlart meme
kanserinden korudugu
kamtlanmistir.

Limonen

Turunggil meyve kabuklari

Kanser hiicre biiylimesini
yavagslatir.

*Tablo 1’de bazi onemli fitokimyasallar, besin kaynaklari, biyolojik aktiviteleri ve olasi

pozitif etkileri yer almaktadir (Smolin ve Grosvenor, 2010).



2.2.2. Diger Fonksiyonel Bilesikler

Diyet Lifleri

Diyet lifleri, bitki hiicre duvarimi olusturan, nisasta olmayan polisakkaritler,
sindirilmeyen oligosakkaritler, lignin ve direncli nisastadan meydana gelir. Lifler, insan
viicudu i¢in enerji kaynagi degildir ve kullanilmadan disar1 atilirlar. Fizyolojik etkilerine gore
¢ozliniir ve ¢oziinmez lif olarak gruplandirilirlar. Coziiniir lifler, tiim diyet posasmin %]15-
50°lik kismim olusturur. Pektik 6geler, sakizlar, B-glukan yapidaki polisakkaritler, musilajlar
ve direngli nisasta suda ¢oziinen posa tiirleridir. Bunlar, kurubaklagil, yulaf, arpa, elma gibi
gidalarda bulunurlar. Coziinmez lifler, diyette ¢oOziiniir posaya gore daha fazla yer alir.
Seliiloz, hemiseliiloz ve lignin suda ¢dziinmeyen liflerdir. Karnabahar, patates, yesil fasulye,
tam bugday unu ve meyve kabuklari bu grubun igerisinde yer almaktadir (Samur ve
Mercanligil, 2008).

Coziiniir diyet lifleri, bagirsak florasini olumlu etkiler. Toksik maddeler ile bagirsagin
temas siiresini azaltarak bagirsak kanseri riskini azaltir (ADA, 2002). Diyette liflerin 13
gr/giin artirllmas1 ile bagirsak kanserinin % 31 azalacagi bildirilmektedir. Lifler,
postprandiyal glisemik dolasimi ve kan kolesterol seviyesini azaltir (Tiimer ve Colak, 2012).
Lif igeren besinler, biinyesinde bir¢cok fitokimyasali da barindirdig: i¢in hastaliklardan

koruyucu etki gostermektedir.

Omeqga-3 Yag Asitleri

Omega-3 ¢oklu doymamis yag asitinin temel yag asiti, a-linolenik asittir. Viicutta a-
linolenik asit, eikosapentoenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asitin (DHA)
sentezlenmesinde gorev alir (Safak, 2012). Belirli bitkisel yaglar (keten tohumu yagi, ceviz
yag1), deniz planktonlari, yesil yaprakli sebzeler, kabuklu yemisler, uskumru, ringa, ton,
somon, alabalik, ¢inekop gibi yagl baliklar omega-3 yag asiti olarak gruplandirilan alfa-
linolenik asit igerir. Viicut tarafindan tiretilemedigi i¢in disaridan alinmasi zorunludur (Turan
ve ark, 2013).

EPA ve DHA’ nin kardiyovaskiiler hastaliklar, depresyon, migren, eklem romatizmasi,
diyabet, yiiksek kolesterol, hipertansiyon, bazi kanser ve alerji gibi hastaliklara karsi
koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir (Kaya ve ark, 2004). Bebeklerin beyin ve bagisiklik

sisteminin gelismesine katki saglar. Prostat ve meme kanseri tedavisinde diyete eklenen

10



omega-3 ‘lin tedavi siirecini olumlu ekledigine dair calismalar mevcuttur (Cakmakci ve

Tahmas-Kahyaoglu, 2012).

Probiyotikler, Prebiyotikler ve Sinbiyotikler

Probiyotikler, intestinal floramin mikrobiyal dengesine olumlu etkileri olan canli besin
ogeleri olarak tanimlanmaktadir. Probiyotiklerin en o6nemli grubu olan laktik asit
bakterilerinin; Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en yaygin olanlaridir. Yogurt, kefir ve
stit triinleri probiyotik besinler grubundadir. Probiyotik kullanimi; laktoz intoleransi, diyare,
crohn hastaligi, irritabl bagirsak sendromu ve antibiyotik kullanimi durumlarinda
onerilmektedir (Uymaz, 2010).

Prebiyotikler, konak¢iya fayda saglayan, sindirime ugramayan, kolon bakterilerinin
iremesini tesvik eden gida maddeleridir. Toksin iireten patojen mikroorganizmalarin
iiremesine engel olmaktadir (Tasdemir, 2017). Pirasa, kuskonmaz, sarimsak, sogan ve yulaf
dogal prebiyotik kaynaklardir (Tekiin, 2015). Kolon kanser riskini azaltirlar ve bagisiklik
sisteminin giliclenmesine yardimci olurlar.

Bagirsak florasinin iyilestirilmesinde probiyotikler ile prebiyotiklerin birlikte
kullamldig1 sinbiyotikler kullanilmaktadir. Sinbiyotik komplekslerinin en iyileri, Laktobasil
GG -inulin, bifido bakteri-oligosakkaritler, bifido bakteri-laktobasil ile fruktooligosakkaritler
— iniilindir (Kandirali, 2014).

Vitamin ve Mineraller

a) Vitaminler

Viicut direncinin yiikseltilmesinde, hiicre biitiinliigiiniin korunmasinda ve antioksidan-
oksidan dengesinin kurulmasinda antioksidan vitaminlerin rolii olduk¢a fazladir (Gilindogdu
ve Ertekin, 2006). En 6nemli antioksidan vitaminler A, C ve E vitaminleridir. A, C ve E(a-
tokoferol) vitaminleri, serbest oksijen radikallerinde (SOR) var olan yiiksek enerjili
elektronlar iglerine alarak, SOR’un neden olacagi oksidatif hasarin azaltilmasina yardimci
olur (Karatas ve ark, 2006). Enzimatik reaksiyonlarda kofaktdr olarak gorev alirlar.
Tokoferoller, sadece bitkiler tarafindan sentezlenirler. Serbest radikalleri etkisiz hale getiren E
vitamininin viicuttaki eksikliginde, bu serbest radikaller hiicrelere saldirip, protein,

karbonhidrat, lipit, niikleik asit, DNA ve enzim gibi hiicre yapilarinda geri doniisiimii
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mimkiin olmayan hasar birakir. Vitamin E, C vitamini ile birlikte gérev alir. A vitamini,
serbest radikal tiirlerini etkisiz hale getirip hiicreyi lipid peroksidasyonuna ve DNA hasarina

kars1 korumaktadir (Kelestemur ve Ozdemir, 2011).

b) Mineraller

SOD, katalaz ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin bir pargasi olan bakir, ¢inko,
demir ve selenyum mineralleri de antioksidan etki gostermektedirler. Hiicresel bagisiklik
sisteminde ¢inko biiyilk rol oynamaktadir. Kan hiicre yapisinda bulunan lenfosit ve
noétrofillerin islevlerini yerine getirmesinde bazi enzimlerin gorevi vardir. Bu enzimlerin
fonksiyonlarin1 yerine getirmesinde ise demir etkilidir. Hem oksidan hem de prooksidan
gorevi olan bakirin optimal miktarlarda alinmasi ¢ok 6nemlidir. Cinko, askorbik asit (vit C),
demir, friikktoz ve sakkarozun diyette ihtiyagtan fazla alinmasi, bakir alimin azaltir. Bakirdan
fakir bir diyet uygulanan farelerde oksidatif stresin arttig1 goriilmiistiir. Insanlarda yetersiz
bakir aliminda, karacigerlerdeki demir konsantrasyonu artmakta ve antioksidan enzimleri

3

diisiise gecmektedir. GSH-Px ° in yapisindan yer alan selenyum mineralinin diyette yliksek

miktarlarda olmasi kanser olusumunu azalttigi, yapilan hayvan deneylerince gosterilmistir
(Velioglu, 2000).

2.3. Levisticum officinale (Selam Otu)

Tarihte Kullanimi

Levisticum officinale; aromatik kokusu, tibbi ve siis 6zellikleri sayesinde yiizyillar
boyunca yetistirilmis ve kullamimi Antik Roma’ya kadar uzanan bir bitkidir. Roma
Imparatorlugu zamaninda yasamis bir hekim olan Diosecorides Pedanius, bu bitki icin
‘libysticon’ veya ‘lygisticon’ isimlerini kullanmuistir (Mirjalili ve Javanmardi, 2006). Selam
otu, Orta Cag’da evrensel bir tedavi yontemi olarak kullamlmistir. Benedict rahipleri, sindirim
ve mide gaz1 sikayetlerinde selam otu bitkisinin tohumlarinin ¢ignenerek yenmesi

gerektiginin savunmustur (Hogg, 2001).
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Yasam Alani

Akdeniz Bolgesi’nde yetisen bir bitkidir. Giiney Avrupa, Giiney Asya, Balkanlar ve
Kuzey Yunanistan’da dogal olarak yetismektedir. Ayrica buralarda bitkinin kiiltiri
yapilmaktadir. ilave olarak Almanya, Hollanda ve Polonya’da da kiiltiirii yapilmaktadir.
Tiirkiye’de yetismemektedir (Gozcii ve Sevindik, 2017).

Geleneksel Kullamimi

Hazimsizlik, mide yanmasi ve gazi sikayetlerinde, solunum yolu hastaliklarinda
(balgam soktiiriicti 6zelligi sebebi ile), idrar yolu hastaliklarinda (idrar miktarini artic1 6zelligi
ile) kullanilir. Bobrek tasi olusumunu Onler. Sistit ve bademcik iltihabinda Levisticum
officinale 'nin antimikrobiyal 6zelliginden yararlanilir. Aromatik bir bitki oldugu igin baharat
olarak da kullamlmaktadir (Gozcti ve Sevindik, 2017).

2.3.1. Botanik Ozellikleri

Levisticum officinale, maydanozgiller (Apiaceae) ailesinden aromatik bir bitkidir. Boyu
1- 2,5 m, cift ¢enekli ve ¢ok yilliktir. Govde kismi dik, dis1 oyuklu yapida, tiiysiiz ve tabani 4
cm’den kalindir. Dallar1 kalin ve i¢i bos, yapraklar1 genis ve koyu yesil renktedir. Bitki
haziran- agustos arasi ¢icek vermektedir. Cigekleri kiiciik ve yesilimsi sari rengindedir.
Meyveleri, 5-7 mm uzunlugunda, sarimsi kahverengi renkte eliptik ve kivrimli yapidadir
(Gozcii ve Sevindik, 2017). Tohumlarinin filizlenme verimi %68’dir. Tohumlarinin agriligi,

1000 adeti yaklasik 3.7 gr’dir (Mirjalili ve Javanmardi, 2006).
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Sekil 2. Selam otu bitkisi (Levisticum officinale)

2.3.2. Kimyasal Bilesimi

Bitkinin tiim kisimlarindan ugucu yag elde edilir. Ugucu yag, renksiz ya da ¢ok soluk
sart rengindedir. Verimi ve kimyasal bilesimi, bitkinin yasi ve kisimlarina, cografi
degiskenlige ve genetik yapisina gore farklilik gostermektedir.

Selam otunun kok, tohum ve yapraklarinda 190°dan fazla bilesik icerdigi yapilan
calismalarca rapor edilmistir (Mirjalili ve ark, 2010). Bitkinin farkl: kisimlarindan elde edilen
ucucu yaglarin kimyasal kompozisyonu oldukga farklidir. Ugucu yag bilesimi ftalitlerle
(buitiliden-, dihidrobutiliden-, biitil- ve propilidenaftalid; sedanonik anhidrit; cis- ve trans-
ligustilide; senkyunolide; izosenkyunolid, validene-4, 5-dihidroftalid) birlikte az miktarda
terpenoid (a- ve PB-pinenler, a- ve B-phellandrenes, y-terpinen, karvakrol, Gjenol ve l-o-
terpineol) ve ugucu asitlerden (biitirik asit, izovalerik asit, maleik asit, angelic asit) olusur.
Selam otundan elde edilen en 6nemli ugucu bilesik olan ftalitler, bitkinin kdklerinde bulunan
ucucu yaglarin %70’ini, yapraklarinda bulunan ugucu yaglarin %25’ini, saplarinda bulunan
ugucu yaglarin %14.5’ini ve tohumlarindaki ugucu yaglarin ise %6’sim olusturur. Onemli
ftalitlerin kimyasal yapilar1 sekil 3’ de gosterilmistir. Cigek (%40.8) ve tohumlarin (%61.5)
ana bileseni B-phellandrene, sap ve yapraklarin ana bileseni ise a-terpinil asetat (%70) oldugu
rapor edilmistir. B-phellandrene (% 69.3), terpenil asetat (% 4.2) ve a-terpineol (% 2.1)
bilesenleri selam otu bitkisinin meyve yaginda bulunan bilesenleridir (Mirjalili ve Javanmardi,
2006).
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Sekil 3. Selam otunda bulunan dnemli ftalitlerin kimyasal yapilart (Mirjalili ve

Javanmardi, 2006)

Apiaceae ailesinin diger tiyeleri gibi selam otu da furokumarin igerir (Berenbaum,
1991). Selam otu bitkisinde bulunan kumarinlerin kimyasal yapilar1 sekil 5’°de gosterilmistir.
Bitkinin farkli anatomik boliimleri fenolik asit ve tanen igerir (Najda ve ark, 2003). Bitki
bolimlerinin fenolik asit icerikleri; kokler (% 0.12-0.16), saplar (% 0.30-0.39), yaprak (%
1.11-1.23) ve meyveler ( % 1.32—1.41). Tanenler igerikleri; kokler (% 6.6), saplar (% 7.4),
yapraklar (% 2.7) ve meyveler (% 1.8). Selam otu bitkisinin B-sitosterol de igerigi de

bildirilmistir (Mirjalili ve Javanmardi, 2006).
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bilesen yaprak sap gigek/ tohum kok

«-Pinene 04-08 1.0-12 29-53 20-12.7
(-Pinene 1.0- 1.7 02-08 29-177 25-66
Myrcene 1.6-44 12-34 22-17.1 03-08
o-Phellandrene 04-12 0.1-12 1.0-29 0.2-0.5
(-Phellandrene 134-265 108-285 11.7-63.1 1.7-15.5
Pentylcyclohexadiene 03-09 02-05 02-04 74-293
a-Terpinyl acetate 497-700 482-689 45-162 0.1-02
(Z)-Ligustilide 44-11.7 48-138 56-160 37.0-615

Sekil 4. Selam otu bitkisinin farkli kisimlarinin major ugucu yag bilesenleri (Mirjalili ve
Javanmardi, 2006)

H OMe
l
N Y N AN N
0 0 9 | 0
H H H
Umbeliiferone Psoralen 5-Methoxypsoralen

0O-beta-D-glucosyl

8-Methoxypsoralen Apterin

Sekil 5. Selam otu bitkisinde bulunan kumarinlerin kimyasal yapilar1 (Mirjalili ve
Javanmardi, 2006)

16



Medikal Alanda Kullanimi

Bitkinin yapraklar1 ve saplar1 demlenip, cay olarak tedavi amaglh kullanilir. Meyve ve
koklerinde ditiretik ve karminatif uyaricilar vardir. Ugucu yagin igerigindeki ligustilid

antispazmodik ve anti-astmatik etki gostermektedir (Hogg ve ark, 2001).

Yemeklerde Kullanimi

Selam otunun tiim pargalari, yemek i¢in kullanilabilmektedir. Corbalarda, salatalarda,
pizza, sos ve et yemeklerinde bitkinin saplar1 ve yapraklari kereviz yerine kullamlmaktadir.
Et, ekmek, patates, peynir, tursu, pilav ve tavuk yemekleri ile sekerleme ve likorler igin ise
bitkinin tohumlar1 kullanilir. Yaprak , meyve ve koklerinden elde edilen ugucu yaglarin da

gidalarda kullanimi vardir (Mirjalili ve Javanmardi, 2006).

Bitkinin Kullanilmasina fliskin Oneri ve Uyarilar

= Bitkinin kokleri, bobrek hastaliklari, hamilelik ve emzirme durumlarinda
kullamlmamalidir.

» Toz haline getirilmis selam otu bitki kokiiniin uzun dénem kullaniminda giines
isinlarinda kagimilmalidir.

» Bitki kokleri kumarin icerdigi i¢in antikoagiilan ilaglarla beraber kullanilmasi
durumunda ilacin etkisini artirirlar.

= Bitki koklerinin 2 aydan daha uzun siire kullanim1 6nerilmemektedir.

» Koklerinden hazirlanan ucucu yag, dahili olarak S5g/kg’ dan fazla kullammi

kemirgenlerde ciltte tahrise sebebiyet vermistir (Gozci ve Sevindik, 2017).

2.3.3. Selam Otu Bitkisinin Insan Sagh@ Uzerine Etkileri
Geleneksel tedavilerde uzun yillar boyunca o6zellikle karminatif, idrar soktiiriici,

sindirim,  anti-spazmodik ve Dbalgam soktiiriicii olarak kullanilmistir.  Kolonun

hassasiyetini azaltir, kolonun saglikli ve normal hareketine tesvik eder. Istahsizlig:
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gidermeye yardimci olabilir. Viicuttaki terlemeyi artirarak, viicudun sogumasin
saglayabilir. Atesin giderilmesine yardimci olabilir (Chillemi ve Chillemi, 2015).

Selam otu bitkisinin olgun meyvelerinden elde edilen ugucu yagin, Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’ a karst degerlendirildiginde, ugucu yagin
sadece Bacillus subtilis’ e karst 0.9 uM minimal inhibisyon konsatrasyonu (MIK)
degeriyle antibakteriyel etki yarattig1 gdzlemlenmistir (Gozcii ve Sevindik, 2017).

Selam otu koklerinin metanollii ekstresinin pankreatik lipaz inhibisyonuna olan
etkisi incelenmigtir. Ekstre miktarinin 0.05 mg/mL ve 0.15 mg/mL yogunlugu arasinda
yapilan caligmada pankreatik lipaz enzimini %55 oraminda baskiladigr bildirilmistir
(Gholamhoseinian ve ark, 2010).

Mensturasyon agrilarint giderir, dolasimi artirir. Selam otu bitki yapraklarinin iyi
bir emenagog (adet baslamasim uyarict etki) oldugu kabul edilmistir (Mirjalili ve
Javanmardi, 2006). Bitki koklerinden hazirlanan sulu ekstre kisirlastirilan disi farenin
vajinal dokusuna enjekte edilmistir ve bu sulu ekstre 200 IU/g’ da disi farede Ostrojenik

etki yaratmistir (Gozcii ve Sevindik, 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC

Deneyde kullanilan N2 yabani tip C. elegans Minnesota Universitesi‘ne bagl
Caenorhabditis Genetik Merkezi‘nden (CGC) temin edilmistir. Selam otu bitki yapragi
ekstresi dahil diger tiim malzemeler Istinye Universitesi (Istanbul) Eczacilik Fakiiltesi’nden

alinmastir.

3.1.1. Kullanilan Laboratuvar Malzeme ve Araglari

Hassas terazi (Kern-PFB120-3), stereomikroskop (Zeiss-Stemi 508), santrifiij (Hitachi-
CF-15RN), otoklav (Niive-OT 40L) , etiiv (Niive-EN 120), parafilm, vorteks (Scilogex-
MXS), steril petri kab1 (60*15 mm), otomatik pipet, otomatik pipet ucu, parafilm, falcon tiip,
spektrofotometre (Genesys10S-VIS), ph metre (Hanna-HI12211), erlen, distile su cihaz1
(Niive-ND 12) buzdolabi, laminar akis kabini (Niive-MN 120), Inkiibator ( Niive-EC 160).

3.1.2 Kullamilan Kimyasallar
Bacteriological Grade Agar (Multicell), Bacteriological Peptone (Multicell), NaCl
(Carlo Erba), KH2PO4/K2HPO4 tamponlar1 (Sigma), CaCl2 (Merck), MgSO4 (Merck),

Kolesterol (Sigma-Aldrich), LB Agar (Sigma), LB Broth (Sigma), Fluorodeoxyuridine
(Sigma Aldrich), Metanol (Merck).
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3.2. Yontem

3.2.1. NGM (nematod growth medium) Hazirlanmas1 ve Bitki Ekstresinin NGM’e

ilavesi

NGM, C. elegans’larin biiyiitiliip, idame ettirildigi besi yeri ortamidir. Dort farkl
erlenin i¢ine ayr ayr1 3,4 gr bacteriological agar, 0,5 gr bacto-peptone, 0,6 gr NaCl ve 200 ml
distile su ilave edilir ve 125 C’ de 15 dk otoklavlandiktan sonra 55 C’ye kadar sogutulur.
Otoklavdan ¢ikarilan sivi karisimlar musluk altinda biraz sogutulur. Daha sonra iglerine 200
ul MgSO4 (1M), 200 ul CaClI2 (1M), 200 ul kolesterol (5 mg/ml), 5 ml KPO4 tampon (ph:7)
ilave edilerek homojen bir karisim olmasi saglanir. 1. grup olan kontrol grubuna sadece
metanol ilave edilmistir. 2. konsantrasyon 20 pg / ml, 3.konsantrasyon 100 ug/ ml, 4.
konsantrayon 200 pg/ml olacak sekilde metanolde ¢6ziilmiis Levisticum officinale bitki
ekstreleri 3 erlenin i¢ine ayri ayri eklenir. NGM’ler 60 mm petrilere 30” ar adet olacak sekilde

7 ml eklenmistir.

3.2.2. E. coli OP50 Susunun Hazirlanmasi

LB agarda ekimi yapilip, biiyiitiilen E. coli OP50 susundan ucu steril edilmis bir 6ze
yardimiyla tek koloni alimp, 15ml’lik falcon tiiplerinde bulunan 10 ml’lik LB brotha steril
ortamda ekimi yapilir. Lb broth’a ekimi yapilan E.coli 37 C inkiibatérde bir gece biyiitiiliir.
(OD:595 = 0.5). E.coli, laminar kabinde iki saat UV’ye maruz birakilarak oldiiriilmistiir.

3.2.3. Selam Otu Bitki Ekstreli NGM’lere E.coli Ekimi

C.elegans laboratuvar sartlarinda petri kabinda Escherichia coli bakterisinin OP50
susu ile beslenir. OP50 susu Urasil oksotrofudur. Bu sayede C.elegans’in NGM iizerinde
biiylimesi kisitlanir. Bu da C.elegans’lart gézlemlerken kolaylik saglar. OP50 susu patojen
degildir ve havaya karismaz. NGM tizerine Escherichia coli eklenir, kuruduktan sonra da N2
yabani tip C.elegans petrilere ilave edilir. Bu ¢alismada bitki ekstresi (Levisticum officinale)

iceren E.coli kullanilmistir.
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Tablo 2. Deney gruplarinin son konsantrasyonlar1 ve NGM’lere eklenen E.coli ve Levisticum

officinale bitki ekstresi miktarlari

Son Konsantrasyonlar

E.coli + Ekstre Miktarn

(NGM icin) (30’ar petri icin)
Grup-4 200 pg/ ml 9ml E.coli
+
90 ul ekstre
Grup-3 100 pg/ ml 9ml E.coli
+
45 ul ekstre + 45 ul metanol
Grup-2 20 pg/ mi 9ml E.coli
+
9 pl ekstre + 81 ul metanol
9ml E.coli
Kontrol grubu-1 Ekstre yok +

90 pul metanol

3.2.4. FUDR ( fluorodeoxyuridine) Ilavesi

NGM iizerine E.coli ekleyip kurumasini bekledikten sonra 60 mm’lik her bir petriye
200 ul 5-Fluoro-2'-deoksiiiridin (FUDR) maddesi eklenir. Eklenen bu madde C. elegans’larin

yumurta geligimini Onler ve nesillerin birbirine karigmasini engeller.
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3.2.5. Senkronizasyon

C. elegans’larin ayni evrede biiylimelerini saglamak amaciyla deneye baslamadan 6nce

embriyo izolasyonu yontemi kullanilir. Yapilan bu isleme senkronizasyon denir.

Izolasyon yapilacak petri 3.5 ml steril su ile yikanir. Petri hafif egik tutularak
C. elegans’larin asagiya dogru kaymasi saglanir.

Pipetaj yapilarak alinan yikama sivis1 falcon tiipiine aktarilir.

Falcon tlip hacmi, 3.5 ml’ ye steril su ile tamamlanir.

Ay bir falcon tipiine 0.5 ml 5N NaOH ve 1 ml ¢amasir suyu koyulup,
karistirilir. Daha sonra 3.5 ml’lik steril su - C. elegans karisiminin {izerine ilave
edilir.

Birkag saniye vorteks ile karisimin homojen bir sekilde karigmasi saglanir. Bu
islem her 2 dk’da bir 5 kere tekrar edilir.

10. dakika sonunda bu karigsim 30 saniye boyunca 1300 xg’de santrifiij edilir.
Tiipiin dibinde 0.1 ml kalacak sekilde stvimin siipernatant(iist) kismi atilir.

Kalan s1vi 5 ml’ye steril su ile tamamlanir ve birkag saniye vortekslenir.

Daha sonra tekrardan 30 saniye 1300 xg’de santrifiij edilip, dibinde 0.1 ml
kalacak sekilde sivinin siipernatant kismi atilir.

Bir pipet yardimiyla dipte kalanin 0.1 ml’lik yumurtalar, 6nceden hazirlanan
besiyeri (NGM) lizerine aktarilir.

Nematodlar, yetiskin evresine geldikten sonra deney ¢aligmasinda

kullanilmustir.

3.2.6. Termotolerans Deneyi

3.2.6.1 FUDR ig¢ermeyen termotolerans deneyi

FUDR ig¢ermeyen E.coli’li ekstresiz 6 adet petriye, 40’ar senkron C.elegans aktarildi.

Deneyin 0. saatinde biitiin petriler 35" C’ye ayarlanmis inkiibatore birakildi. Birinci petri

deneyin 6. saatinde, diger petriler de 2’ser saat araliklarla olacak sekilde son petri deneyin 16.

saatinde inkiibatorden alinarak, C.elegans canli ve oOlii sayilar1 belirlendi. Yapilan bu

termotolerans deneyinde Ld50 (yaklasik yarisinin 6ldiigii saat) deneyin 12. saatinde

bulunmustur (Sekil. 6).
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3.2.6.2 FUDR iceren termotolerans deneyi

FUDR igeren E.coli’li ekstresiz 5 adet petriye, 40’ar senkron C.elegans aktarild:.
Deneyin 0. saatinde biitiin petriler 35 C’ye ayarlanmig inkiibatore birakildi ve her 2 saatte bir
inkiibatorden 1 petri alinarak 6lii ve canli hayvan sayilar1 belirlendi. Olii ve canli hayvan
sayilarina 2, 4, 6, 8, ve 10. saatlerde bakilmigtir. Yapilan bu termotolerans deneyinde Ld50

(yaklagik yarisimin 6ldiigii saat) deneyin 6. saatinde bulunmustur (Sekil. 7).

3.2.6.3. Selam otu bitki ekstreli termotolerans deneyi

Selam otu ekstreli termotolerans deneyi; 20ug/ml, 100ug/ml, 200ug/ml konsantrelerden
ve kontrol grubundan 3’er petri alinarak toplamda 12 petri ile gergeklestirilmistir. Deneyin 0.
saatinde her petriye 40’ar adet sekron C.elegans teker teker aktarilmistir. C.elegans’lar,
ekstreli petrilerde 25 C’de 24 saat boyunca bekletilmistir. Bir glin boyunca oda sicakliginda
bekletilen tiim petriler 35 C’ye ayarli inkiibatorde 6 saat bekletildikten sonra, inkiibatorden
alinmistir. Her petri igin canli ve 6lii C.elegans sayimi gerceklestirilip, not edilmistir. Petriden
kacan hayvanlar ¢alisma dist birakilmistir. 200pg/ml konsantreli petrilerden biri NGM
kaynakl1 sebeplerden dolay1 deneyden ¢ikarilmistir (Sekil. 8).

3.3. Istatistiksel Analizler
Deney sonucunda elde edilen veriler One-Way ANOVA ve T-Testi ile karsilastiriimis

olup p < 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Analizler, SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) 16.0 programinda yapilmistir.
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Sekil 6. FUDR ’siz ekstresiz termotolerans deney sonug grafigi

FUDR icermeyen termotolerans deney sonucunda LDS50 12. saat olarak bulunmustur.
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Sekil 7. FUDR’li ekstresiz termotolerans deney sonug grafigi

FUDR igeren termotolerans deney sonucunda LD50 6. saat olarak bulunmustur.
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Sekil 8. FUDR’li selam otu ekstreli deney sonug grafigi
FUDR ve selam otu ekstresi iceren termotolerans deneyinin 6. saatinde tim deney gruplarinin

canl, Oli ve kayip sayilar sekil 8’de gosterilmistir.

Selam otu bitkisinden elde edilen ekstratlarin C.elegans termotolerans: iizerindeki
etkilerini belirlemeye yonelik yapilan arastirmanin ham verileri asagidaki gibidir (Tablo.3).
Elde edilen verilerin istatiksel analizlerinde sadece canli hiicre sayilar1 dikkate alinmis, 6li ve

kay1p sayilar1 analize dahil edilmemistir.
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Tablo. 3 Selamotu ekstrelerinin C.elegans termotoleransi iizerindeki etkisine yonelik elde edilen ham

veriler

Deney Grubu Canli Olii Kayip
selamotukontrol-1 20 16 4
selamotukontrol-2 26 4 10
selamotukontrol-3 21 16 3

selamotu20-1 30 10 0
selamotu20-2 26 14 0
selamotu20-3 29 11 0
selamotul100-1 29 7 4
selamotul100-2 30 9 1
selamotu100-3 33 5 2
selamotu200-1 28 1 1
selamotu200-2 29 6 5

Farkli konsantrasyonlardaki selam otu ekstrelerinin C. elegans termotoleransina etkisini
belirlemek i¢in C. elegans yasam siiresi ortalamalar1 arasindaki farki tespit etmek amaciyla
varyans analizi yapilmistir. Diger bir ifadeyle deney gruplarindaki hayatta kalan C. elegans
ortalamalart  karsilastirilmigtir.  Bu ¢alismada uygulanan selam otu ekstrelerinin
konsantrasyonlar1 ile C.elegans organizmalarimin hayatta kalma sayilari (termotolerans
yetenekleri) birbirinden bagimsizdir. Tablo.4’de termotolerans ortalamalarini karsilastirmada
ilk olarak elde edilen verilerin dagilimimin normal olup olmadig: gésterilmistir. Normalite
testini uygulamak i¢in 1: Selamotu-Kontrol, 2: Selamotu-20, 3: Selamotu-100, 4: Selamotu-

200 deney gruplarinin her biri i¢in ayr1 ayr1 HO ve H1 hipotezleri kurulmustur.

HO: %95 giivenle veriler normal dagilimhidir.

H1: %95 giivenle veriler normal dagilimli degildir.
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Tablo 4. Normalite Testi Sonuglari

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grup — - — -
Statistic | df Sig. Statistic | df Sig.
birim SelalmotuKontrol 0.328 3 0.871 3 0.298
Selamotu20 0.292 3 0.923 3 0.463
Selamotul00 0.292 3 0.923 3 0.463
Selamotu200 0.260 2

a. Lilliefors Significance Correction

Normalite analizinde iki farkli test sonucu elde edilmektedir. Bunlardan birincisi
"Kolmogorov-Smirnov", digeri ise "Shapiro-Wilk" testidir (Tablo 4). Bu analizde, daha ¢ok
tercih edilen "Shapiro-Wilk" testi sonug¢lar1 dikkate alinmistir. "Shapiro-Wilk™ testinin
giivenilirlik (Sig.) degerleri (Selamotu Kontrol i¢in 0.298, Selamotu 20 i¢in 0.463 ve
Selamotu 100 igin 0.463) 0.05' den biiylik oldugu igin tiim gruplar i¢in HO hipotezleri kabul
edilmistir. Yani tim gruplar igin "%95 giivenle veriler normal dagilimlidir.” denilebilir.
Sadece Selamotu200 grubu i¢in Shapiro-Wilk Sig degeri elde edilmemistir, bunun nedeni

deneysel siirecte sadece 2 paralel uygulanmasidir.

Elde edilen verilerle, gruplar arasindaki varyanslarin homojen oldugunun tespiti
yapilmisgtir (Tablo 5 ). Yapilan varyans homojenite testi icin “HO: %95 giivenle, grup
varyanslart homojendir” ve “H1: %95 giivenle, grup varyanslari homojen degildir” hipotezleri
kurulmus ve test edilmisir. Varyans homojenite testinde elde edilen giiven degeri 0.215 olarak
tespit edilmistir. Dolayisiyla 0.05 den biiyiik (p(0.215)>0.05) oldugu i¢in (HO kabul edilerek)

gruplarin varyanslarinin homojen oldugu belirlenmistir.
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Tablo 5. Selam otu ekstrelerinin C. elegans termotoleransi {izerine etkisine yonelik test gruplarinin

varyans homojenitelerine ait test sonuglart

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

1.920

.215

Tammlayict verilerde grup sayist (N) 3 tiir, yani deneyler 3 paralel olarak yapilmistir. Istisna

olarak 200 pg/ml uygulanan grupta 2 paralel yapilmistir. Ortalamalara bakildiginda kontrol
grubundan 20,100,200 grubuna dogru 22.33 ile baslayip 28.33, 30.66, 28.50 seklinde artig

gosterdigi goriilmektedir (Tablo.6).

Tablo 6. Selam otu ekstrelerinin C.elegans termotolerans: {izerine etkisi ile ilgi tammlayici

veriler

TANIMLAYICILAR

En En

Birim N | Ortalama SStandart Std. kiguk blylk
apma Hata 4 "

Deger Deger
SelalmotuKontrol | 3 | 22.3333 | 3.21455 | 1.85592 20 26
Selamotu20 3 | 28.3333 | 2.08167 | 1.20185 26 30
Selamotul00 3 | 30.6667 | 2.08167 | 1.20185 29 33
Selamotu200 2 | 28.5000 | 0.70711 | 0.50000 28 29
Total 11| 27.3636 | 3.90571 | 1.17761 20 33

N: petri sayisi
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Sekil 9. Selamotu ekstrelerinin C.elegans termotoleransi {izerine etkisini belirlemeye yonelik
analiz sonuclari
(Yatay ¢ubuklar ve soldaki rakamlar: 6 saatlik muamele sonunda hayatta kalan C.elegans

bireylerinin sayisini ifade etmektedir. Sagdaki rakamlar: grup ortalamalarin1 géstermektedir.)

Varyans homojenitesi ve verilerin dagilimiyla ilgili Normalite test sonuglar1 elde
edildikten ve tammlayici verile degerlendirildikten sonra, bitki ekstraklarinin
konsantrasyonlarindaki degisim ile C. elegans termotolerans potansiyelleri arasindaki
ortalamalart karsilastirmak i¢in en uygun test olan tek yonlii varyans analizine gecilmistir.

Tek yonlii varyans analizi i¢in su hipotezler kurulmustur:

HO: %095 giivenle, gruplarin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yoktur.
H1: %095 giivenle, gruplarin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

vardir.

29



Tablo 7. Selam otu ANOVA Testi

Selam otu ANOVA testi
.. Kareler Ortalama .
Birim Toplami Df Kare F Sig.
Gruplar 114.045 3 38015 6912  0.017
arasinda
Gruplar iginde 38.500 7 5.500
T0p|am 152.545 10

Tek yonli ANOVA testinde elde edilen "Sig." degeri 0.05 gliven degerinden kiigiik
oldugu i¢in (0.017<0.05) oldugu i¢in tek yoOnlii varyans analizi ig¢in kurulan HO hipotezi
reddedilmig, H1 hipotezi kabul edilmistir. Yani " %95 giivenle, gruplarin ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir." sonucuna varilmistir. Ancak bu sonug
hangi gruplarin ortalamalar arasinda farkliliklar oldugunu belirlemek i¢in yeterli degildir. Bu
nedenle hangi gruplar [SelamotuKontrol (grupl), Selamotu20(grup2), Selamotul00(grup3) ve
Selamotu200(grup4)] arasinda C.elegans termotoleransina etki agisindan farklilik oldugunu
gormek i¢cin Tamhane veya Tukey testlerinden birinin yapilmasi gerekmektedir. Bu iki testten
hangisinin kullanilacaginin belirlenmesi i¢in “varyans homojenite testi”’nden elde edilen Sig.
degeri dikkate alinmaktadir. Burada varyanslarin homojen olmasi halinde yani Sig degeri
0.05’den biiyiik (p>0.05) oldugunda genellikle "Tukey" testi tercih edilmektedir. Varyanslarin
homojen olmamasi halinde ise yani Sig. degeri 0.05’den kiigiik (p<0.05) oldugunda genellikle
"Tamhane's T2" testi tercih edilmektedir.

Elde edilen Levene Sig degeri (Tablo 5’de) 0.215 oldugu i¢in (p>0.05) gruplarin
varyanslarinin homojen oldu kabul edilmis ve Tukey testi yapilmasina karar verilmistir.

Tukey testinde her bir grup digerleri ile ayr ayri karsilagtirilmig ve sadece
SelamotuKontrol grubu ile Selamotul00 grubu arasinda Sig degerleri 0.05’den kiiciik olarak
belirlenmistir. Diger bir ifadeyle; Tukey testinde her bir grup digerleri ile ayr ayn ikiserli
karsilastirllmis ve bu karsilastirilan gruplarin  ortalamalar1 arasindaki farklar (Mean
Difference) sayisal olarak verilmistir. Bu sayisal degerlerin yaninda bir yildiz (¥) isaretinin
bulunmasi bu ikili grubun ortalamalar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir.
SelamotuKontrol grubu ile Selamotul00 grubu arasinda Sig degeri 0.0138 olarak
belirlenmistir  [p(0.0138<0.05]. Yani; 0.05’den kii¢iik olarak Sig degeri sadece
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SelamotuKontrol grubu ile Selamotul00 grubu arasinda belirlenmis, diger gruplar arasinda
ise Sig degerlerinin 0.05 den biiyiik (p>0.05) oldugu tespit edilmistir (Tablo 8).

Ozel durumlarda, veri sayisinin az oldugu zamanlarda Tukey testi yerine
"Bonferroni" testi de secilebilmektedir. Bu nedenle Tukey sonuglarini Bonferroni testi ile
dogrulanmak istenmistir. Elde edilen Bonferroni test sonuglart Tablo 9’da verilmistir ve
Tukey testi sonuglari ile benzer [Sadece SelamotuKontrol grubu ile Selamotu100 grubu

arasinda Sig degeri p(0.0221<0.05] oldugu belirlenmistir.

Tablo 8. Selam otu ekstrelerinin C. elegans termotoleransi lizerine etkilerinin belirlenmesinde
TUKEY TESTI sonuclar

COKLU KARSILASTIRMA
BAGIMLI
DEGISKEN:birim
Ortalama | Standart .
() Grup (J) Grup Fark (1-J) Hata Sig.
SelamotuKontrol | gglamotu20 -6.0000 1.9149 0.0629
Selamotu100 -8.3333* 1.9149 0.0138 | ¢um
Selamotu200 -6.1667 2.1409 0.0876
Selamotu20 SelalmotuKontrol 6.0000 1.9149 0.0629
Selamotu100 -2.3333 1.9149 0.6356
-0.1667 2.1409 0.9998
Tukey HSD | Selamotu200
Selamotul00 SelalmotuKontrol 8.3333* 1.9149 0.0138 |¢mm
Selamotu20 2.3333 1.9149 0.6356
Selamotu200 2.1667 2.1409 0.7481
Selamotu200 SelalmotuKontrol 6.1667 2.1409 0.0876
Selamotu20 0.1667 2.1409 0.9998
Selamotu100 -2.1667 2.1409 0.7481

*. Ortalama fark 0.05 seviyesinde anlamhdir.
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Tablo 9. Selam otu ekstrelerinin C. elegans termotoleransi {izerine etkilerinin belirlenmesinde
BONFERRONI TESTI sonuglar

COKLU KARSILASTIRMA
BAC}IMLI
DEGISKEN:birim
Ortalama | Standart .
() Grup (J) Grup Fark (1-J) Hata Sig.
SelamotuKontrol | gelamotu20 -6.0000 1.9149 0.0629
Selamotu100 -8.3333* 1.9149 0.0138 | ¢um
Selamotu200 -6.1667 2.1409 0.0876
Selamotu20 SelalmotuKontrol 6.0000 1.9149 0.0629
Selamotul00 -2.3333 1.9149 0.6356
-0.1667 2.1409 0.9998
Tukey HSD | Selamotu200
Selamotu100 SelalmotuKontrol 8.3333* | 1.9149 | 0.0138 |¢mm
Selamotu20 2.3333 1.9149 0.6356
Selamotu200 2.1667 2.1409 0.7481
Selamotu200 SelalmotuKontrol 6.1667 2.1409 0.0876
Selamotu20 0.1667 2.1409 0.9998
Selamotu100 -2.1667 2.1409 0.7481

*. Ortalama fark 0.05 seviyesinde anlamlidir.

C.elegans termotolerans 6zelliginin selam otu ekstrelerine bagli olup olmadigini analiz
etmek icin uygulanan diger bir test “Bagimsiz Orneklem T-testi” dir. Iki bagimsiz grubun
ortalamalarini karsilastirmaya imkan sunan bu testin uygulanabilmesi i¢in gerekli iki 6n sart
vardir. Bunlardan birincisi degigskenlerin normal dagilimli olmasi, ikincisi ise grup
varyanslarinin homojenligidir. Tablo 4’de verilerin normal olup olmadig: ile ilgili sonuglar
elde edilmistir. Bu sonuglara gore Sig degerleri 0.05 den biiytik ¢iktigi icin (HO kabul edilir)
verilerin normal dagilim gosterdikleri kabul edilmistir.

Varyanslarin homojenligi de Tablo 5°de varyanslarin homojenitesi (Homogeneity of
variance test) ile ilgili sig degerini 0.215 yani 0.05 den biiyiik (p>0.05) olarak belirlenmis ve
gruplar arasindaki varyansin homojen oldugunu kabul edilmisti. Dolayisiyla T-testi i¢in 6n
sartlarin saglandig1 anlasilmaktadir.

Bagimsiz Orneklem T-testinde iki farkl: test vardir. Bunlardan biri "Levene" testi digeri
ise T-testi' dir. Levene testinde iki yada daha fazla grubun varyanslarinin homojenligini test
edilirken T-testinde kullamlan bitki ekstresinin C.elegans termotoleransi {izerine etkisi

incelenmektedir.
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SelamotuKontrol (GRUPI1) ile Sealmotu20 (GRUP2) arasindaki Levene testine
bakildiginda sig. degeri 0.345>0.05 oldugu i¢in Levene testi icin HO kabul edilir yani " %95
giivenle gruplarin varyanslari homojen olarak kabul edilir’’. Bu durumda T-testine karar
verirken Sig (2-tailed) degerini birinci satirdaki 0.053 dikkate alinmistir ve Sig (2-tailed) 0.05
den biiyiik ( p>0.05) oldugu i¢in HO hipotezi kabul edilir. Yani "%95 giivenle iki farkl
konsantrasyonlarda (0 ve 20) uygulanan selam otu ekstrelerinin C.elegans termotoleransina
etki ortalamalar:1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur. " denilebilir (tablo
10).

Tablo 10. SelamotuKontrol (grupl) ve Selamotu20 (grup2) grubu arasinda Bagimsiz

Orneklem T-testi sonuclar1

BAGIMSIZ ORNEKLEM T-TESTI
Levene's Test
for Equality of t-test for Equality of Means
Selamotu Variances
Kontrol-
Selamotu20
(1-2) ) 95% Confidence Interval
E Sig T df Sig. Mean Std. Error of the Difference
: 2-tailed Difference | Difference
Lower Upper
Equal
B variances 1.143 0.345 -2.714 4.000 0.053 -6.00000 2.21108 -12.13895 0.13895
| | assumed
? Equal
M ‘r’gz'ances -2.714 | 3.427 0.063 -6.00000 221108 | -1256616 | 0.56616
assumed

SelamotuKontrol (GRUP1) ile Sealmotul00 (GRUP3) arasindaki Levene testine
bakildiginda sig. degeri 0.345>0.05 oldugu igin Levene testi igin HO kabul edilir yani " %95
giivenle gruplarin varyanslari homojen olarak kabul edilir. Bununla birlikte T-testine karar
verirken Sig (2-tailed) degerini birinci satirdaki  0.020 degeri dikkate alinmistir ve Sig (2-
tailed) 0.05 den kiiglik ( p<0.05) oldugu i¢cin HO hipotezi reddedilmis, HO hipotezi kabul
edilmistir. Yani "%95 giivenle iki farkli konsantrasyonlarda (0 ve 100 pg) uygulanan selam
otu ekstrelerinin C.elegans termotoleransina etki ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik vardir. " denilebilir (Tablo 11).
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Tablo 11. SelamotuKontrol (grupl) ve Selamotul00 (grup3) grubu arasinda Bagimsiz

Orneklem T-testi sonuglari

BAGIMSIZ ORNEKLEM T-TESTI
Levene's Test
for Equality of t-test for Equality of Means
Variances
SelamotuKontrol- o .
Selamotul00 9|5 % Cor|1f|?err‘1 ce
(1-3) Sig. nterval of the
F Si ¢ Df (- Mean Std. Error Difference
9- - Difference | Difference
tailed)
Lower Upper
1.143 0.345 | -3.769 | 4.000 0.020 -8.33333 2.21108 -14.47228 | -2.19438
B Equal
I variances
T assumed
M
Equal -3.769 | 3.427 0.026 -8.33333 2.21108 -14.89949 | -1.76718
variances
not
assumed

SelamotuKontrol (GRUP1) ile Sealmotu200 (GRUP4) arasindaki Levene testine
bakildiginda sig. degeri 0.112>0.05 oldugu i¢in Levene testi icin HO kabul edilir yani " %95

giivenle gruplarin varyanslart homojen’’ olarak kabul edilir. Bununla birlikte T-testine karar

verirken Sig (2-tailed) degeri igin birinci satirdaki 0.084 degeri dikkate alinmistir ve Sig (2-
tailed) 0.05 den biiyiik (p>0.05) oldugu i¢cin HO hipotezi kabul edilir. Yani "%95 giivenle iki

farkli konsantrasyonlarda (0 ve 200)

uygulanan selam otu ekstrelerinin C. elegans

termotoleransina etki ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur. ™

denilebilir (tablo 12).
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Tablo 12. SelamotuKontrol (grupl) ve Selamotu200 (grup4) grubu arasinda Bagimsiz

Orneklem T-testi sonuglari

BAGIMSIZ ORNEKLEM T-TESTI
Levene's Test
for Equality of t-test for Equality of Means
Variances
Selamotu
Kontrol-
Selamotu200 Sig. 95% Confidence Interval
(1-4) F Sig T df (- ‘Mean Std. Error of the Difference
: : Difference | Difference
tailed)
Lower Upper
B Equal 4966 | 0.112 2543 | 3.000 | 0084 | -6.16667 242479 | -13.88345 1.55011
B | variances
I | assumed
R
i
M
Equal -3.208 2.277 0.072 -6.16667 1.92209 | -13.54402 1.21069
variances
not
assumed

Selamotu20 (GRUP2) ile Selamotul00 (GRUP3) arasindaki Levene testine
bakildiginda Sig. degeri 1.000>0.05 oldugu i¢in Levene testi i¢in HO kabul edilir yani " %95
giivenle gruplarin varyanslart homojen olarak kabul edilir. Bununla birlikte t-testine karar
verirken Sig (2-tailed) degeri igin birinci satirdaki 0.242 degeri dikkate alinmistir ve Sig (2-
tailed) 0.05 den biiyiik (p>0.05) oldugu i¢in HO hipotezi kabul edilir. Yani "%95 giivenle iki
farkli konsantrasyonlarda (0 ve 200) uygulanan selam otu ekstrelerinin C. elegans

termotoleransina etki ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur. "
denilebilir (Tablo 13).
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Tablo 13. Selamotu20 (grup2) ve Selamotul00 (grup3) grubu arasinda Bagimsiz Orneklem

T-testi sonuglari

BAGIMSIZ ORNEKLEM T-TESTI
Levene's Test
for Equality of t-test for Equality of Means
Variances
Selamotu20-
Selamotul00 95% Confidence
(2-3) Si Interval of the
. g. Mean Std. Error !
F Sig. T df (2- Difference | Difference Difference
tailed)
Lower Upper
B Equal 0.000 | 1.000 | -1.373 | 4.000 0.242 -2.33333 1.69967 -7.05238 | 2.38572
variances
I | assumed
R
|
m | Equal
variances -1.373 | 4.000 0.242 -2.33333 1.69967 -7.05238 | 2.38572
not
assumed

Selamotu20 (GRUP2) ile Sealmotu200 (GRUP4) arasindaki Levene testine
bakildiginda Sig. degeri 0.05’den biiyiik (0.190>0.05) oldugu i¢in Levene testi i¢gin HO kabul
edilir yani " %95 giivenle gruplarin varyanslar1 homojen olarak kabul edilir. Bununla birlikte
t-testine karar verirken Sig (2-tailed) degeri i¢in birinci satirdaki 0.923 degeri dikkate
alimmistir ve Sig (2-tailed) 0.05 den biiyiik (p>0.05) oldugu i¢in HO hipotezi kabul edilir. Yani
"%95 giivenle iki farkli konsantrasyonlarda (0 ve 200) uygulanan Selamotu ekstrelerinin
C.elegans termotoleransina etki ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

yoktur. " denilebilir (Tablo 14).
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Tablo 14. Selamotu20 (grup2) ve Selamotu200 (grup4) grubu arasinda Bagimsiz Orneklem

T-testi sonuglart

BAGIMSIZ ORNEKLEM T-TESTI
Levene's Test
for Equality of t-test for Equality of Means
Variances
Selamotu20-
Selamotu200 95% Confidence
(2-4) Si Interval of the
. g. Mean Std. Error A
F Sig. t Df (2-tailed) | Difference | Difference Difference
Lower Upper
B Equal 2.850 | 0.190 | -0.104 | 3.000 0.923 -0.16667 159571 -5.24493 | 4.91160
> | variances
I'| Assumed
'? Equal
M m'ances -0.128 | 2.597 0.907 | -0.16667 | 1.30171 | -4.69822 | 4.36489
assumed

Selamotul00 (GRUP3) ile Sealmotu200 (GRUP4) arasindaki Levene testine
bakildiginda Sig. degeri 0.05’den biiytiik (0.190>0.05) oldugu i¢in Levene testi i¢in HO kabul
edilir yani " %95 giivenle gruplarin varyanslar1t homojen olarak kabul edilir. Bununla birlikte
t-testine karar verirken Sig (2-tailed) degeri i¢in birinci satirdaki 0.268 degeri dikkate
alimmistir ve Sig (2-tailed) 0.05 den biiytlik (p>0.05) oldugu i¢in HO hipotezi kabul edilir. Yani
"%95 giivenle iki farkli konsantrasyonlarda (0 ve 200) uygulanan selamotu ekstrelerinin

C.elegans termotoleransina etki ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

yoktur. " denilebilir (Tablo 15).
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Tablo 15. Selamotu100 (grup3) ve Selamotu200 (grup4) grubu arasinda Bagimsiz Orneklem

T-testi sonuglari

BAGIMSIZ ORNEKLEM T-TESTI
Levene's Test
for Equality of t-test for Equality of Means
Variances
Selamotul00-
Sela(n;f)i;JZOO _ Std. 95% Confidence Interval
E Sig T df Sig. Mean Error of the Difference
’ (2-tailed) | Difference | Differen
ce
Lower Upper
g | Equal 2.850 | 0.190 | 1.358 | 3.000 0.268 | 2.16667 | 1.59571 | -2.91160 7.24493
variances
l| Assumed
R
|
M | Equal
- 1.664 | 2.597 0.209 | 2.16667 | 1.30171 | -2.36489 6.69822
not
Assumed
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5. TARTISMA

Yasam siiresinin uzunlugu ile farkli streslere kars1 direng gosterme arasinda gii¢lii bir
bag vardir. Termotolerans, organizmanin sicak stresine karsi gosterdigi direng olarak
tanimlanmaktadir. Sicak stresine karsi direng arttik¢a, organizma daha ge¢ yaslanmakta ve
bdylece yasam siiresi de artmaktadir. Antioksidan bilesiklerin de sicak stresine karsi
dayanmklilik (direng) gosterebildigi belirtilmistir (Benedetti ve ark, 2008). Bu ¢alismada da
antioksidan bir bitki olan selam otundan (Levisticum officinale) elde edilen farkli
konsantrasyonlarin ( 20, 100 ve 200 ug/ml) Caenorhabditis elegans termotoleransi {izerine
etkilerinin incelemesi amag¢lanmustir.

Artemisia annua (peygamber siipiirgesi) bitkisinin % 0, 0.1, 1, 10 ve 100
konsantrasyonlarinin ¢alisildigi bir deneyde C.elegans’lar 35 C’de sicaga maruz birakilmistir.
Kontrol grubunun %73.3* i hayatta kalirken, %100 konsantrasyon grubu %81.1 oraninda
hayatta kalmay1 basarmistir (Oh ve arkadaslari, 2016). Wiegant ve arkadaslar1 (2009)
tarafindan yapilan 250 pl/ml Eleutherococcus senticosus (veya Acanthopanax senticosus) ve
10-25 ug/ml Rhodiola rosea bitki adaptojen ekstrelerinin  kullanildigi  ¢alismada
C.elegans’lar 35 C’de 3 saat bekletilmis ve deney sonucunda da yasam siirelerinin %10-20
arttigi  gézlemlenmistir. Hypericum perforatum (sar1 kantaron) bitki ekstresinin farkli
konsantrasyonlar1 (Img/mL, 0.1mg/mL, 0.01mg/mL) kullanilarak hazirlanan bir deneyde,
C.elegans’lar 35 C’de bir siire bekletilmis. 0.1mg/mL, 0.01mg/mL konsantrasyonlari ile
kontrol grubu arasinda bir fark olmadigi ancak 1mg/mL konsantrasyonunun yasam siiresini
azalttig1 tespit edilmistir (Kiliggiin ve Goksen, 2012). Antioksidan aktivitesi yiiksek olan dag
cay1 (Sideritis brevibracteata) bitkisinin sulu ekstresi 1, 10, 100, 250, 500, 750, 1000, 1500 ve
2000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan ve kontrol grubuyla birlikte 35 C’de test edilen
diger bir ¢alismada ise en etkili ekstre konsantrasyonunun 1500 pg/mL oldugu belirlenmistir
(Koksal, 2010).

Selamotu fonksiyonel bitki ekstrati kullamilarak yapilan bu g¢alismada oncelikle C.
elegans yasam dongiisiiniin deney sonuglarim etkilememesi igin FUDR kimyasalindan
yararlanilmig ve yarilanma siiresi tespit edilmistir. Kontrol grubu olarak FUDR’siz grupta
LD50 degerini yani baslangic organizma sayist olan 40 bireyin yarisinin 6liip yarisinin
hayatta kaldig1 siire 12. saat olarak tespit edilmistir. Buna karsilik FUDR’li uygulamada
LD50 degeri 6 saat olarak belirlenmistir. Burada FUDR kullanilmadiginda, her ne kadar

sicaklik C. elegans yasam dongiisiinii olumsuz etkilese de C.elegans’in yasam doniigiisii
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itibariyle yeni meydana gelen bireyler, saymin azalmasini geciktirmektedir. Ancak besiyeri
ortamma FUDR ekleyerek DNA sentezini bloke etmek suretiyle hiicre boliinmesini
dolayisiyla da yeni bireylerin olugsmasi engellendigi i¢cin LD50 degeri daha kiiciik olmakta ve
bu deger teorik olarak sadece ortam 1sisindan kaynaklanmaktadir.

Selam otu ekstreleri, C.elegans iizerine, FUDR’li - LD50 degeri dikkate alinarak, 6 saat
stireyle uygulanmistir. Bu uygulamalarda Selam otunun 20 pg/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/ml’
lik ekstreleri hazirlanmistir. Kontrol grubunda ise Selam otu ekstresi hi¢ eklenmemistir (0
ug/ml).

Elde edilen veriler kontrol edildiginde (Bkz. Sekil 9.), 6 saat sonunda hayatta kalan
C.elegans birey sayisinin kontrol grubundan 20-100-200 grubuna dogru giderek arttigi
goriilmektedir. Dolayisiyla ilk bakista selam otu ekstrelerinin C.elegans’ta bir termotolerans
artisina sebep oldugu ve buna bagli olarak hayatta kalan birey sayisinin kontrol grubuna gore
arttig1 soylenebilmektedir. Ancak bu ifadeyi teyit etmek ic¢in daha detayli istatistiksel
analizlere ihtiyag duyulmaktadir ki burada SPSS 16.0 programinda Anova ve T-testi analizleri
yapilmistir.

Anova testi farkli gruplara ait varyanslarin farkli olup olmadigini ortaya koymay1
saglayan bir analiz ¢esididir. Ancak gruplar arasinda bir farklilik tespit edildiginde bu farkin
hangi gruplar arasinda oldugu bilgisini vermemektedir. Aralarinda fark olan gruplari
belirlemek i¢in Post-hoc karsilagtirmalar1 ve T-Testi yapilmistir. Anova ve T-Testinden 6nce
verilerin - Normalite’sini  (normal dagilim gosterip gdstermediklerini) ve Varyans
Homojeniteleri’ni (varyanslart homojen olup olmadigini) belirlemek igin sirasiyla normalite
testi (Normality plots with test) ve varyans homojenite testi (Homogeneity of variance test)
yapilmigtir. Normalite testinde (Bkz. Tablo 4.) Shapiro-Wilk Sig degerleri Selamotu-Kontrol,
Selamotu-20 ve Selamotu-100 grubu i¢in (0.298, 0.463 ve 0.463) 0.05’den biiyiik olarak
tespit edilirken Selamotu-200 grubu igin Sig degeri elde edilememistir. Selamotu-200
grubunun sig degeri elde edilememesi deneyin 2 paralel yapilmasindan kaynaklanmaktadir.
Bu sonuglara gére selam otu ekstrelerinin C.elegans termotoleransi {izerine etkisini belirlemek
icin yapilan deneylere ait verilerin normal dagilima sahip oldugu anlasilmaktadir.

Varyans homojenite testinde ise Levene Istatistik Sig degeri (0.215), 0.05 giiven
degerinden biiyiik olarak belirlenmigstir. Dolayisiyla gruplar arasindaki varyanslarin homojen
oldugu kabul edilmistir. Verilerin normalligi ve varyanslarin homojenligi belirlendikten sonra
Anova ve T-testine gecilmistir.

Bu tez c¢alismasinda Grupl (Selamotu-Kontrol), Grup2 (Selamotu-20), Grup3

(Selamotu-100) ve Grup4 (Selamotu-200) olmak iizere 4 grup incelenmistir. Bu gruplarda
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selam otu ekstrelerinin C. elegans termotoleransi fiizerinde anlamli bir fark olusup
olusmadigini Tek Yonlii Anova analizi ile arastirilmistir. Anova sig degeri 0.017 olarak
belirlenmistir. Bu deger 0.05 den kiigiik (p0.017<0.05) oldugu i¢in gruplarin ortalamalari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu anlagilmistir. Diger bir ifade ile C.
elegans termotolerans 6zelligi bir veya birkag grupta digerlerine gore dnemli dlgiide farklilik
gostermektedir. Fakat ANOVA Sig degeri ile bu farkin hangi gruplar arasinda oldugu
yorumlanamamaktadir. Bu nedenle varyans homojenite testinde elde edilen Levene Sig
degerine bakilarak Post-hoc karsilagtirmast yapilmistir. Clinkii Levene sig degeri 0.05 den
bilyiik olursa yani varyanslarin homojen olmasi halinde Post-hoc Tukey testi yapilirken, bu
deger 0.05 den kiigiik oldugunda yani varyanslarin homojen olmamasi halinde Post-hoc
Tamhane testi yapilir. Bulunan Levene Sig degeri 0.215, 0.05 den biiyiik oldugu i¢in burada
Tukey testi yapilmistir.

Tukey testinde 4 grubun her biri ikiserli olarak birbiriyle karsilastirilmistir. Biitiin ikili
karsilastirmalarda Sig degerleri 0.05 den biiyiik iken sadece Selamotu-Kontrol grubu ile
Selamotu-100 grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Bkz. Tablo 8.).
Ciinkii Selamotu-Kontrol grubu ile Selamotu-100 grubu arasindaki sigma degeri 0.0138 olup
0.05 den kiigiiktiir.

Tukey testi sonucunu dogrulamak amaciyla Tukey testi yerine de kullanilabilen ve 6zel
durumlarda tercih edilen Bonferroni testi yapilmistir. Bonferroni testi, Tukey testi sonuglari
ile benzer bir sekilde sadece SelamotuKontrol grubu ile Selamotul00 grubu arasinda Sig
degeri (0.0221) 0.05 den kii¢iik bulunmus, diger ikili karsilastirmalarda ise bu dger 0.05 den
biiyiik ¢ikmustir (Bkz. Tablo 9).

C.elegans termotoleranst iizerine etki etme agisindan hangi gruplar arasinda farklilik
oldugunu belirlemek igin uygulanan diger test T-testidir. T-testi sonug¢larina bakildiginda
Selamotu-Kontrol grubu ile Selamotu-20 gruplar1 arasinda sigma degeri 0.053 (p>0.05),
Selamotu-Kontrol grubu ile Selamotu-100 gruplar1 arasinda 0.020 (p<0.05), Selamotu-
Kontrol grubu ile Selamotu-200 gruplar1 arasinda 0.084 (p>0.05), Selamotu-20 grubu ile
Selamotu-100 gruplar1 arasinda 0.242 (p>0.05), Selamotu-20 grubu ile Selamotu-200
gruplar1 arasinda 0.923 (p>0.05) ve son olarak Selamotu-100 grubu ile Selamotu-200 gruplari
arasinda 0.268 (p>0.05) olarak belirlenmistir. Goriildiigii gibi T-Testinde yapilan bu ikili
karsilastirmalarda sigma deger 0.05 den kiiglik olan deger sadece Selamotu-Kontrol grubu ile
Selamotu-100 gruplan arasinda tespit edilmistir. Dolayisiyla Selamotu-20, ve Selamotu-200

gruplar1 Selamotu-Kontrol grubundan farklilik arz etmemistir.
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Veri bulgular ¢ergevesinde selam otu ekstrelerinin C.elegans termotoleransini
arttirdigini ancak bu artigin ekstrelerin konsantrasyonlari ile dogrudan baglantili oldugu ortaya
cikmaktadir. Tez arastirmalarinda ortaya cikarilan en Onemli veri budur. 100 pg/ml
konsantrasyonda hazirlanan selam otu ekstreleri C.elegans termotoleransini arttirirken 20
ug/ml ve 200 pg/ml konsantrasyonlardaki ekstreler kontrol grubu ile benzer sonug vermesi
sasirtict bir sonugtur. Clinkii 20 pg/ml nin diisiik konsantrasyonda olmasi sebebiyle etkisiz
kalacagi rahatlikla anlasilabilir bir sonugtur. Ancak 100 pg/ml de kontrol grubuna gore
anlaml bir etki olusturup, konsantrasyon seviyesi 200 pg/ml ¢iktiginda bu etkinin ortadan
kalkmis olmasi dikkat ¢ekici bir sonugtur. Bu sonuca gore; selam otu bitki ekstreleri
C.elegans termotoleransim arttirict etki etmekte ve bu etki 100 pg/ml diizeyinde olmaktadir.
Ancak bununla beraber selam otu ekstreleri 20 ug/ml gibi diisiik konsantrasyonlarda ve 200
ug/ml gibi yiiksek konsantrasyonlarda C.elegans termotolerans: {izerine etkisini
kaybetmektedir.

Elde edilen bu veriler dogrultusunda ileride selam otu ekstrelerinin C.elegans
termotoleransi iizerine yapilacak daha kapsamli arastirmalarda 100 pg/ml konsantrasyonuna
odaklanan ve 100-110-120-130 pg/ml seklinde st sinirlari ve 90-80-70-60 pg/ml gibi alt
siirlart belirleyen analizler yapilabilir. Ayrica optimum etki konsantrasyonu arastirilabilir.
Bunun yamni sira selam otu ekstrelerindeki biyokimyasal bilesikler arastirilip bu bilesiklerin
C.elegans'ta termotoleransi arttirici etkisini meydana getiren molekiiler mekanizmalar gen

ekspresyonu seviyesinde genom ve proteome odakli incelenebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Levisticum officinale lilkemizde ¢ok fazla tiiketilmeyen fakat 6zellikle Uzak Dogu ve
Bazi Akdeniz iilkelerinde fonksiyonel olarak kullanilan bir besindir. Ulkemizde bu bitki ile
yapilmis caligmalar yeterli sayida degildir. Saglik ilizerine yapilan g¢aligsmalar ise oldukca
smirlidir. Bu tez ¢alismasi bu agiga 151k tutmasi agisindan 6nemli bir arastirmadir.

C. elegans yaslanma ve beslenme galismalarinda ¢ok sik kullanilan organizmalardan
biridir. Ozellikle termotolerans ¢alismalar icin model bir organizmadir. Bu amagla bu
arastirmada Levisticum officinale fonksiyonel bitkisinin C. elegans nematodu iizerine
etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Arastirma ve analiz verilerine gore C.elegans
termotoleransini belli bir orana kadar arttirdig1 belirlenmistir. Termotolerans arttirict etkinin
direk mi yoksa dolayli yollardan mu1 etkiledigi ise bilinmemektedir. Bunun i¢in selam otu bitki
ekstrelerindeki biyokimyasal bilesiklerin, C.elegans’ta termotoleransi arttirict etkisini
meydana getiren molekiiler mekanizmalari, gen ekspresyonu seviyesinde incelenmelidir.
Selam otu bitkisi i¢in en uygun konsantrasyonun belirlenebilmesi i¢in ise daha kapsaml
calismalar yapilmalidir. Ozellikle molekiiler diizeyde yapilacak c¢aligsmalar Levisticum
officinale bitkisinin degerini daha fazla ortaya ¢ikarabilir.

Bu caligmada C.elegans termotoleransini arttirici etki dozunun 100 pg/ml diizeyinde
oldugu belirlenmistir. Selam otu ile yapilacak daha sonraki yasglanma ve termotolerans
calismalarinda bu doz etrafinda optimal konsantrasyonun belirlenmesinin uygun olacagi
diisiiniilmektedir. Ulkemizde Levisticum officinale bitkisinin yetistiriciligi yapilmamaktadar.
Ulkemize benzer cografi ve iklim kosullarina sahip Yunanistan gibi iilkelerde ise yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bu yiizden antioksidanlar bakimindan oldukga zengin olan selam otu bitkisinin
bu tiir calismalara daha ¢ok katki saglamasi ve insanlari bu bitkinin yararl etkilerinden daha
fazla faydalanabilmesi i¢in {ilkemizde yetistiricili§inin saglanmasinin uygun olacagi
diisiiniilmektedir. Yine bu bitki ile yapilacak hiicre kiiltiirii ve deney hayvanlar1 ¢caligmalarinin

iilkemizde ve diinya genelinde artmas1 konunun énemini artiracaktir.
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